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ABREVIATURAS
ACh: acetilcolina
AChE: acetilcolinesterasa
ATChI: acetiltiocolina iodada
BSA: albúmina sérica bovina
Bt: Bacillus thuringiensis
BuChE: butirilcolinesterasa
BuTChI: butiriltiocolina iodada
cDNA: DNA complementario
Ct: tiempo crítico de amplificación
DNasa: desoxirribonucleasa
dNTP: desoxirribonucleótido trifosfato
DPEC: dietil pirocarbonato
dsRNA: RNA bicatenario
DTNB: ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
DTT: ditiotreitol
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético
FHV: flock house virus
GFP: proteína verde fluorescente
GPI: glicosil fosfatidil inositol
IRAC: Insecticide Resistance Action Committee
miRNA: microRNA
OMS: Organización Mundial de la Salud
PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida
PCR: reacción en cadena de la polimerasa
PIPLC: fosfolipasa C específica de fosfatidil inositol
PRiMA: proline-rich membrane anchor
PrTChI: propioniltiocolina iodada
PTGS: silenciamiento génico post-transcripcional
qPCR: PCR cuantitativa
RACE: amplificación rápida de extremos del cDNA
RDR/RdRP: RNA polimerasas dependientes de RNA
RISC: complejo de silenciamiento inducido por RNA
RNAi: interferencia por RNA
RNasa: ribonucleasa
rNTP: ribonucleótido trifosfato
rpm: revoluciones por minuto
RT: transcripción reversa o retrotranscripción
siRNA: RNA pequeño interferente
sqRT-PCR: RT-PCR semicuantitativa
SNC: sistema nervioso central
SNP: sistema nervioso periférico
SSC: tampón citrato de sodio salino
TGS: silenciamiento génico transcripcional
TNB: ácido 5-tio-2-nitrobenzoico
TRIS: tris(hidroximetil)aminometano
UTR: región no traducida
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Resumen
VII
L a Acetilcolinesterasa (AChE, EC 3.1.1.7) es una enzima esencial en lassinapsis colinérgicas de todos los animales, incluyendo los insectos. LaAChE termina el impulso nervioso mediante la hidrólisis rápida del
neurotransmisor acetilcolina en el espacio sináptico. En insectos, la AChE ha sido
estudiada principalmente en relación con la resistencia a insecticidas, ya que esta
enzima es diana de los insecticidas organofosforados y carbamatos y su insensibilidad
es uno de los principales factores que conlleva resistencia.
En insectos se ha descrito la existencia de dos genes (ace1 y ace2) que
codifican dos subfamilias de acetilcolinesterasas (AChE1 y AChE2, respectivamente).
Las evidencias obtenidas hasta la fecha indican que la mayoría de las especies de
insectos poseen los dos genes, ace1 y ace2. La excepción se encuentra en las
especies del grupo Cyclorrhapha, entre las que se encuentra Drosophila
melanogaster, que posiblemente poseen un único gen, ace2. Actualmente, se
desconoce el sentido funcional de la existencia de dos AChEs.
A pesar de las evidencias mencionadas, en el escarabajo de la patata,
Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae), sólo se conoce un gen
ace, Ldace2. En la presente tesis doctoral se describe la clonación y la secuenciación
de un nuevo gen ace en L. decemlineata (Ldace1). Se ha estudiado la expresión de
ambos genes ace, Ldace1 y Ldace2, en diferentes etapas de desarrollo de esta
especie. Los niveles de expresión fueron siempre mayores para Ldace1 en
comparación con Ldace2.
Además, se utilizó la técnica de Interferencia por RNA (RNAi) para silenciar la
expresión de ambos genes de L. decemlineata y de Blattella germanica (L.)
(Dyctioptera: Blattellidae) mediante la inyección de RNAs bicatenarios (dsRNAs)
específicos. El objetivo fue valorar la contribución de cada AChE, AChE1 y AChE2, a
la actividad AChE total así como su impacto en la supervivencia del insecto y en la
sensibilidad a insecticidas. El silenciamiento de los tránscritos de los genes ace1 o
ace2 fue cercano al 100%, siete días después de la inyección. También se observó
una reducción de la actividad AChE, aunque menos pronunciada, probablemente
debido a la larga vida de esta enzima. La reducción en la actividad AChE fue
significativamemte superior en los insectos en los que se silenció la expresión de ace1
(46-49%, según la especie y el tejido) en relación a los insectos en los que se interfirió
Resumen
Resumen
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ace2 (11-16%). Usando medidas espectrofotométricas y zimogramas, se obtuvieron
evidencias de que AChE1 representa el 65-75% de la actividad AChE total en el tejido
nervioso tanto de L. decemlineata como en B. germanica, demostrándose que el gen
ace1 codifica una AChE predominante. Es más, el silenciamiento de la expresión del
gen ace1 pero no del gen ace2 en L. decemlineata redujo significativamente la
supervivencia del insecto, lo que remarca el papel fisiológico esencial de Ldace1 en la
vida de L. decemlineta. Además, en los insectos de las dos especies, L. decemlineata
y B. germanica, en los que se silenció ace1 se observó un aumento significativo en la
sensibilidad al insecticida organofosforado clorpirifos que no ocurrió cuando se silenció
el gen ace2. También, el silenciamiento de la expresión del gen ace1, pero no del gen
ace2, produjo un incremento de mortalidad frente al piretroide λ-cialotrina en B.
germanica.
Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevos datos que sugieren
que AChE1 contribuye mayormente a la actividad AChE y presenta una función
esencial, a nivel cualitativo y/o cuantitativo, como diana de insecticidas en insectos. La
función de AChE2 en la fisiología del sistema nervioso de insectos no pertencientes al
grupo Cyclorrhapha deberá ser aclarada en estudios posteriores.
Este trabajo podrá servir de base para el estudio del RNAi como estrategia
directa o complementaria con el uso de insecticidas, para el control de plagas
mediante el silenciamiento de genes esenciales del insecto.
Abstract
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A
cetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) is an essential enzyme at
cholinergic synapses in all animals, including the insects. AChE terminates
neurotransmission by rapidly hydrolyzing the neurotransmitter acetylcholine
in the synaptic cleft. In insects, AChE has mainly been studied in relation to insecticide
resistance because the enzyme is the target of organophosphate and carbamate
insecticides and its insensitivity to insecticides is one of the main factors accounting for
resistance.
In insects has been described the existence of two genes (ace1 and ace2)
coding for two subfamilies of acetylcholinesterase (AChE1 and AChE2, respectively).
The evidence obtained to date indicate that most insect species have the two genes,
ace1 and ace2. The exception is in Cyclorrhapha group species, among which is D.
melanogaster, which may possess a single gene, ace2. The functional sense of these
two AChEs is still unclear.
Despite the evidence mentioned, in Colorado Potato Beetle, Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae), is only known one, Ldace2. In this
thesis we report cloning and sequencing of a new ace gene in L. decemlineata
(Ldace1). We have studied the expression of both ace genes, Ldace1 and Ldace2,
during different developmental stages of this species. Remarkably, levels of expression
were in all cases higher for Ldace1 compared to Ldace2.
Moreover, we used RNA Interference (RNAi) to knockdown the expression of
each of the genes from L. decemlineata and Blattella germanica (L.) (Dyctioptera:
Blattellidae) through the injection of specific double-stranded RNAs (dsRNAs). The aim
was to assess the contribution of each AChE, AChE1 and AChE2, to AChE activity and
their impact on insect survival and insecticide sensitivity. The silencing of ace1 or ace2
gene transcripts was close to 100%, seven days after injection. There was also a
reduction of AChE activity, although less pronounced, probably due to the long life of
this enzyme. The reduction in AChE activity was significantly higher in insects in which
was silenced the expression of ace1 (46-49%, depending on species and tissue) in
relation to insects in wich was interfered ace2 (11-16% ). Using spectrophotometric and
zymogram measurements, we obtained evidence that AChE1 represents 65-75% of
the total AChE activity in nerve tissue of L. decemlineata and B. germanica
demonstrating that ace1 encodes a predominant AChE. Furthermore, silencing the
Abstract
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expression of ace1 but not ace2 in L. decemlineata significantly reduced the survival of
the insect, highlighting the essential role played by ace1 in L. decemlineata life cycle.
Furthermore, in insects of the two species, L. decemlineata and B. germanica, in which
ace1 was silenced, a significant increase in sensitivity to the organophosphate
insecticide chlorpyrifos was observed, but did not happen when the ace2 gene was
silenced. Silencing the expression of ace1 but not ace2 in B. germanica also produced
an increased mortality in insects when synergized with the pyrethroid λ-cyhalothrin.
The results obtained in this study provide additional evidence suggesting that
AChE1 contributes predominantly in AChE activity and has an essential function, in a
qualitative and/or quantitative level, as target of insecticides in insects. The function of
AChE2 in the physiology of the nervous system of insects within non-Cyclorrhapha
group must be clarified in future studies.
This work may provide a basis for the study of RNAi as a direct strategy or
complementary strategy to the use of insecticides for pest control through the silencing
of essential genes of the insect.
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1. INTRODUCCIÓN GENERAL
“Lo último que uno sabe,
es por donde empezar.”
B. Pascal
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os insectos son el grupo más diverso y numeroso de todo el reino animal,
constituyendo más del 58% de la biodiversidad global conocida (Grimaldi &
Engel, 2005).
Se estima que han sido descritas alrededor de un millón de especies, pero
existirían entre 2.5 y 10 millones de especies de insectos en el mundo, con lo que
potencialmente representarían la gran mayoría de las formas de vida del planeta
(Grimaldi & Engel, 2005; Chapman, 2005). Se encuentran en todo tipo de hábitats y
desempeñan papeles fundamentales en el funcionamiento y estabilidad de los
ecosistemas terrestres y acuáticos. Los insectos se consideran importantes por su
diversidad, su papel ecológico, y su influencia en la agricultura, en la salud humana y
en los recursos naturales. De este modo, se encuentran estrechamente relacionados
con nuestras vidas, teniendo gran importancia económica al afectar a la actividad
humana de muchas maneras.
Algunos insectos son beneficiosos para el hombre; siendo polinizadores de
especies vegetales de gran importancia para la industria alimentaria, produciendo
sustancias naturales como la miel y la seda, actuando como agentes naturales de
control de plagas, etc. Se ha estimado que el valor ecológico anual proporcionado por
los insectos sólo en Estados Unidos rondaría los 57 billones de dólares (Losey &
Vaughan, 2006).
Por otra parte, existen especies que afectan gravemente a los cultivos y a las
masas forestales, otros son parásitos de determinados animales o de la propia especie
humana, y algunos son transmisores de enfermedades.
Los plaguicidas orgánicos de síntesis representan actualmente la estrategia
dominante en el control de plagas de insectos. Una prueba elocuente son los miles de
millones de dólares que mueve el mercado mundial de plaguicidas. En España, el
consumo anual de insecticidas representa un coste de unos 200 millones de euros,
cifra que refleja su enorme importancia económica en nuestro país (Anónimo, 2007).
Sin embargo, los efectos secundarios debidos al uso indiscriminado de plaguicidas
están bien documentados, destacando por su gran importancia económica y social, la
aparición de líneas de insectos resistentes a los principales plaguicidas (Georghiou,
1990), las repercusiones negativas para los enemigos naturales (Edwards, 1993) y las
graves consecuencias para la salud humana y para el medio ambiente (Metcalf, 1993).
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En cuanto a la aparición de líneas de insectos reistentes, se estima que existen más
de 700 especies resistentes a uno o más productos (Bielza, 2005).
Durante las últimas décadas se han producido cambios fundamentales en las
formas de producción de plaguicidas en la Unión Europea que han conducido a unos
requerimientos cada vez más estrictos sobre selectividad e impacto ambiental en el
registro de nuevos productos insecticidas (Anónimo, 1996). En este escenario, la
necesidad de optimizar los métodos de control existentes, así como de desarrollar
métodos de control alternativos ecológicamente aceptables se ha incrementado de
forma notable.
El fenómeno de Interferencia por RNA (RNAi) se muestra como una
herramienta potencial tanto para llevar a cabo estudios de genómica funcional reversa
como para el desarrollo de una nueva estrategia molecular encaminada a la obtención
de bioplaguicidas respetuosos con el medio ambiente. El RNAi es un mecanismo de
silenciamiento génico específico de secuencia, inducido por moléculas de RNA
bicatenario (dsRNA). Para llevar a cabo esta estrategia sería necesario el
silenciamiento específico de genes diana que participen en procesos biológicos
esenciales en insectos, como por ejemplo la transmisión del impulso nervioso.
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1.1 ACETILCOLINESTERASA
La acetilcolinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) finaliza el impulso nervioso
catalizando la hidrólisis de la acetilcolina (ACh) en ácido acético y colina en las
sinapsis neuronales colinérgicas. En insectos, la AChE es una enzima clave del
sistema nervioso en el que el sistema colinérgico es esencial (Fournier et al., 1992), y
ha sido estudiada principalmente por su relación con la resistencia a insecticidas ya
que es la diana de organofosforados y carbamatos. Estos insecticidas actúan como
inhibidores de la actividad AChE, alterando la correcta terminación del impulso
nervioso y causando la muerte al insecto.
1.1.1. CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES DE AChE Y MECANISMO DE
HIDRÓLISIS DE ACETILCOLINA
Las AChEs presentan una serie de características típicas, incluyendo los
residuos que forman la triada catalítica (S200, E327 y H440; numeración según la AChE
de Torpedo californica; Sussman et al., 1991), el motivo característico FGESAG que
rodea el residuo serina activo (S200), un sitio aniónico de unión a colina (W84), los
residuos que forman el bolsillo acilo (W233, F290 y F329) y el “oxianion hole” (G118, G119,
A201) (Figura 1.1a). Además, existen 6 residuos cisteína que constituyen 3 puentes
disulfuro intramoleculares (C67-C94, C254-C265 y C402-C521) y el residuo cisteína en la
región C-terminal que contribuye a la dimerización intermolecular (C537). Tras este
residuo cisteína, las AChEs presentan una cola de aminoácidos enriquecida en
aminoácidos hidrofóbicos (Sussman et al., 1991; Toutant, 1989).
El sitio catalítico de la AChE contiene 2 subsitios: la triada catalítica y el sitio
aniónico de unión a colina. La triada catalítica posee la serina activa y un sistema de
carga-descarga en el que participan el grupo hidroxilo del residuo serina, el grupo
imidazol de un residuo histidina y el grupo carboxilo de un residuo aspartato
(Rosenberry, 1975). El sitio aniónico interacciona electrostáticamente con la ACh
atrayéndola al sitio catalítico de la enzima (Figura 1.1b).
La hidrólisis de ACh ocurre a través de un ciclo de acetilación-deacetilación.
Tras la formación del complejo sustrato-enzima, la enzima es acetilada en la serina del
sitio activo y la colina es liberada. En un paso adicional, la enzima es deacetilada, de
forma que se libera ácido acético, y tiene lugar entonces un nuevo ciclo catalítico
(Rosenberry, 1975).
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Sitio de unión
a colina
Sitio de unión
periférico
Núcleo del
sitio activo
Sitio activo
Triada catalítica
AChE
Acetil-AChE
Acetilcolina
Colina
Acetato
Acetilcolina Acetato
Colina
Atracción  electrostática
Serina
Acetilcolinesterasa
Sitio aniónico
Figura 1.1.- Características Estructurales de AChE (a) e Hidrólisis de ACh (b).
(modificado de Soreq & Seidman, 2001)
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1.1.2. COLINESTERASAS EN VERTEBRADOS E INVERTEBRADOS
En vertebrados existen dos tipos de colinesterasas: AChE y BuChE
(Butirilcolinesterasa, EC 3.1.1.8), ambas caracterizadas por su capacidad de hidrolizar
ésteres de colina. Estos dos tipos de colinesterasas presentan distintas formas
estructurales y presentan funciones no hidrolíticas adicionales (Soreq & Seidman,
2001; Darvesh et al., 2003).
La acetilcolina es un importante neurotransmisor tanto en el sistema nervioso
central (SNC) como en el sistema nervioso periférico (SNP) y en las uniones
neuromusculares de vertebrados. Los vertebrados sólo tienen un gen que codifica una
acetilcolinesterasa (gen ace) pero, dependiendo de la especie, puede tener tres o
cuatro splicing alternativos en los exones del extremo 3’. Estos splicing alternativos
generan una serie de formas solubles y asociadas a membrana. Las formas unidas a
membrana pueden tener unidas un glicolípido como el glicosil fosfatidil inositol (GPI) o
formar complejos con colágeno o con proteínas transmembrana PRiMA (Proline-rich
membrane anchor) (Massoulie et al., 1999; Perrier et al., 2002; Scholl & Scheiffele,
2003). Las distintas formas se expresan diferencialmente en los diferentes tejidos
colinérgicos y también existen diferencias en sus especificidades ontogenéticas. La
BuChE es una enzima relacionada estructuralmente y funcionalmente con la
acetilcolinesterasa, pero su función fisiológica no se conoce con exactitud (Darvesh et
al., 2003). Además, la BuChE no tiene ortólogos en nemátodos ni en insectos.
Los nematodos utilizan acetilcolina como neurotransmisor tanto en el SNC
como en el tejido muscular. Caenorhabditis elegans tiene cuatro genes ace, pero los
productos de dos de ellos contribuyen de forma mayoritaria a la actividad AChE total
del organismo (Massoulie et al., 1999; Combes et al., 2000; Combes et al., 2003).
Estos dos genes codifican transcritos únicos, uno expresado como dímeros unidos a
GPI en el tejido neuronal y el otro como un complejo con colágeno en el tejido
muscular y en pequeña proporción en neuronas. La función de los productos de los
otros dos genes ace no se conoce con exactitud.
1.1.2.1. Funciones adicionales de AChE
Las AChEs de vertebrados desempeñan funciones no clásicas, además de la
hidrólisis de neurotransmisor en las sinapsis colinérgicas (Massoulie et al., 1993; Small
et al., 1996; Silman & Sussman, 2005). Small et al. (1996) mostraron que la AChE se
encuentra también en otros tejidos además de en el tejido nervioso. La AChE
desempeña funciones secundarias en la adhesión celular, la estimulación del
desarrollo de neuritos en células neuronales (Layer et al., 1993; Karpel et al., 1996;
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Koenigsberger et al., 1997; Johnson & Moore, 2000; Silman & Sussman, 2005) y en el
depósito de β-amiloide en la enfermedad de Alzheimer (Reyes et al., 1997).
Dos características de la biología de la AChE en vertebrados que son
generalmente asociadas con funciones no colinérgicas, y que se han descrito también
en insectos, son la existencia de isoformas solubles no neurales y la propiedad de
adhesión celular (Scholl & Scheiffele, 2003).
Existen numerosos estudios que muestran los efectos de la AChE de
vertebrados en el desarrollo de las uniones neuromusculares y en la extensión de los
neuritos, y muchos de estos parecen depender más de las propiedades de adhesión
celular que de las propiedades catalíticas de la enzima (Sternfeld et al., 1998; Grisaru
et al., 1999; Sharma et al., 2001; Behra et al., 2002; Scholl & Scheiffele, 2003). La
AChE soluble es también inducida en respuesta a varios tipos de estrés (Grisaru et al.,
1999; Lev-Lehman et al., 2000). Sin embargo, no se conocen los paralelismos
existentes en insectos.
1.1.3. ACETILCOLINESTERASA EN INSECTOS
En insectos, al igual que en nemátodos, se ha demostrado la existencia de
colinesterasas de tipo AChE, pero no se ha podido demostrar la existencia de BuChE.
Los insectos usan acetilcolina como neurotransmisor en su SNC pero en su tejido
muscular usan mayoritariamente glutamato para esta función (Shinozaki, 1988). En
consecuencia, sus AChEs se expresan predominantemente como proteínas de
superficie unidas a la membrana plasmática mediante un grupo GPI, sin las formas
complejadas con colágeno equivalentes a las encontradas en los músculos de
vertebrados y nemátodos (Massoulie et al., 1999).
Los datos de varias especies de insectos, así como de vertebrados, sugieren
que las AChEs son generalmente altamente eficientes cinéticamente (Gnagey et al.,
1987; Devonshire et al., 1998; Chen et al., 2001).
1.1.3.1 ¿Cuántos genes ace hay en insectos?
En base a trabajos realizados en Drosophila melanogaster (Toutant, 1989;
Adams et al., 2000), se pensaba que los insectos poseían un único gen que codificaba
una enzima acetilcolinesterasa (gen ace). Sin embargo, evidencias recientes apuntan
a la existencia de dos genes ace en mosquitos (Bourguet et al., 1996; Weill et al.,
2002) y en insectos no dípteros (Villate & Bachmann, 2002). Actualmente, se
considera que existe un gen ace en el grupo Cyclorrhapha de los dípteros, orden al
que pertenece D. melanogaster, mientras que existen dos genes en otros dípteros
(Huchard et al., 2006) y en la mayoría de los órdenes de insectos (Tabla 1.1). Estos
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dos genes que codifican AChEs corresponden a un gen ortólogo (ace2, en la
nomenclatura de Weill et al., 2002 y Russell et al., 2004) y a un gen parálogo (ace1)
respecto al gen ace de D. melanogaster (posteriormente denominado ace2).
En los insectos que poseen 2 genes ace, la mayoría de datos indican que los
genes ace1 tienen un nivel de expresión mayor que los genes ace2 (Baek et al., 2005;
Lee et al., 2006; Kim et al., 2006b; Mizuno et al., 2007). Asimismo, las mutaciones en
ace1 parecen explicar mejor la alteración de la actividad AChE observada en
asociación con resistencia a organofosforados y carbamatos (Kono & Tomita, 2006).
De este modo, estos datos sugieren un papel predominante de la enzima AChE1 en la
hidrólisis de ACh, mientras que se ha propuesto una posible función suplementaria
para AChE2. La función de AChE2 es todavía controvertida; presenta actividad
catalítica pero además se especula que podría tener propiedades de adhesión y
comunicación célula-célula, como el gen ace de vertebrados (Grisaru et al., 1999;
Behra et al., 2002; Scholl & Scheiffele, 2003; Russell et al., 2004). En insectos, existen
informes de actividad AChE, como en Pieris brassicae (Arpagaus & Toutant, 1985), e
informes de expression génica de genes ace, como en Blattella germanica (Mizuno et
al., 2007), fuera del sistema nervioso, lo que sugiere una posible función no colinérgica
secundaria o suplementaria de AChE.
Los análisis filogenéticos confirman que las AChEs de insectos pueden
clasificarse en 2 grupos, AChE1 y AChE2 (Figura 2.7, cap. 2). La topología general del
árbol filogenético indica que los 2 genes ace en insectos derivan de una duplicación
ocurrida en etapas tempranas de la evolución, antes de la diferenciación de los
insectos. Esto se ve apoyado por el hecho de que existan 2 secuencias AChE
diferentes relacionadas tanto en artrópodos como en nemátodos. Así, la presencia de
2 genes ace sería un carácter ancestral y los insectos poseerían ambos genes salvo
que uno hubiera sido perdido durante la evolución de un grupo particular. Los datos
muestran que esa pérdida ocurrió en los dípteros, en el grupo Cyclorrhapha. Así, dos
eventos distintos habrían conducido a la situación actual en Drosophila; la pérdida del
gen ace1 en un antecesor con un genotipo de dos genes ace y la modificación de la
función de la enzima AChE2, originalmente con una función suplementaria, revertiría
en ese antecesor a un papel colinérgico para cubrir la pérdida de AChE1 (Weill et al.,
2002; Russell et al., 2004).
Introducción
10
Tabla 1.1.-Especies de Insectos en los que se han descrito ace1 y/o ace2
Nº Acceso GenbankOrden Especie
ace1 ace2
Referencia
Orthoptera Locusta migratoria EU231603 ? Zhou & Xia, 2009
Dyctioptera Blattella germanica DQ288249 DQ288847 Kim et al., 2006b
Liposcelis bostrychopila FJ647185 EF362950 -
Liposcelis decolor FJ647186 FJ647187 -Psocoptera
Liposcelis entomophila EU854149 EU854150 -
Tribolium castaneum XM_968369 XM_965681 -
Phyllotreta striolata ? EU169456 -
Leptinotarsa decemlineata ? L41180 Zhu & Clark, 1995b
Coleoptera
Alphitobius diaperinus - - Kozaki et al., 2008
Nasonia vitripennis XM_001600408 XM_001605518 -Hymenoptera
Apis mellifera XM_393751 NM_001040230 Shapira et al., 2001
Pediculus humanus capitis AB266614 AB266615 Lee et al., 2007Phthiraptera
Pediculus humanus corporis AB266605 AB266606 Lee et al., 2007
Nephotettix cincticeps ? AF145235 Tomita et al., 2000
Nilaparvata lugens ? AJ852420 -
Bemisia tabaci EF675188 EF675190 Alon et al., 2008
Schizaphis graminum AF321574 ? Gao et al., 2002
Rhopalosiphum padi AY667435 AY707318 Chen & Han, 2006
Sitobion avenae AY819704 AY707319 Chen & Han, 2006
Myzus persicae AY147797 AF287291 -
Acyrthosiphon pisum XM_001948618 XM_001948953 -
Hemiptera
Aphis gossypii AF502081 AF502082 Li & Han, 2002
Bombyx mori AB161180 AB189740 Seino et al., 2007
Bombyx mandarina EF190220 EF166089 -
Helicoverpa assulta DQ001323 AY817736 Lee et al., 2006
Helicoverpa armigera DQ064790 AF369793 Ren et al., 2002
Spodoptera litura FJ959384 ? -
Spodoptera exigua DQ280488 ? -
Plutella xylostella AY773014 AY061975 Baek et al., 2005
Chilo suppressalis EF453724 EF470245 Jiang et al., 2009
Cnaphalocrocis medinalis ? FN538987 -
Lepidoptera
Cydia pomonella DQ267977 DQ267976 Cassanelli et al., 2006
Anopheles gambiae BN000066 BN000067 Weill et al., 2002
Aedes aegypti EF209048 XM_001655818 Mori et al., 2007
Aedes albopictus AB218421 AB218420 -
Culex quinquefasciatus XM_001847396 XM_001842175 -
Culex pipiens AJ489456 AM159193 Weill et al., 2003
Culex tritaeniorhynchus AB122151 AB122152 Nabeshima et al., 2004
Lutzomyia longipaldis DQ898276 ? Coutinho-Abreu et al., 2007
Drosophila melanogaster X05893 Hall & Spierer, 1986
Lucilia cuprina U88631 Chen et al., 2001
Ceratitis capitata EU130781 Magaña et al., 2008
Batrocera oleae AF452052 Vontas et al., 2002
Batrocera dorsalis AY155500 Hsu et al., 2006
Musca domestica AF281161 Kozaki et al., 2001
Diptera
C
yc
lo
rr
ha
ph
a
Haematobia irritans AY466160 Temeyer & Chen, 2007
? = Secuencias no descritas;
- = Secuencias descritas pero no presentes en Genbank
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Es difícil comprender la adquisición de la función principal en las sinapsis
colinérgicas por parte de ace2, si esta función fue sólo desempeñada por ace1 en el
grupo ancestral, porque la pérdida de ace1 podría haber sido letal. Se conoce, por
ejemplo, que la reducción de la actividad AChE observada en la mayoría de AChEs
insensibles a insecticidas está asociada con un coste biológico para el insecto
(Lenormand et al., 1999; Raymond et al., 2001). Así, los genes ace1 y ace2
ancestrales debieron haber sido de algún modo redundantes para esta función
particular en el grupo Cyclorrhapha, permitiendo un efecto compensatorio durante el
proceso de sustitución génica, similar al descrito en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Combes et al., 2000).
1.1.3.2 Formas moleculares de AChE en insectos
Las formas moleculares de AChE en insectos se separan experimentalmente
en formas anfifílicas e hidrofílicas (Toutant et al., 1988; Toutant, 1989; Zhu & Clark,
1994; Bourguet et al., 1996). Estas 2 formas son generadas dependiendo de la
presencia o ausencia en su extremo carboxilo terminal de una unión a membrana
mediada por un glicolípido (Figura 1.2). Tanto la forma anfifílica como la hidrofílica
parecen existir como formas nativas en D. melanogaster, aunque se piensa que el
dímero anfifílico es la forma mayoritaria de AChE (Toutant, 1989; Fournier et al.,
1993). Resultados análogos se han obtenido en B. germanica, considerándose la
forma molecular principal de AChE la forma anfifílica (Siegfried & Scott, 1990; Kim et
al., 2006b).
Los dímeros unidos a GPI o dímeros anfifílicos en D. melanogaster son
producidos a través de un complejo grupo de modificaciones post-transcripcionales de
un producto de traducción primario de 70 kDa (Mutero & Fournier, 1992). Este
producto primario comprende un dominio N-terminal de 15 kDa (además de un péptido
señal), un dominio carboxil/colinesterasa central de aproximadamente 55 kDa, y un
corto péptido hidrofóbico C-terminal. La dimerización ocurre a través de un puente
disulfuro intermolecular entre residuos cisteína homólogos en la zona C-terminal del
dominio carboxil/colinesterasa. Los dominios de 15 y 55 kDa son cortados
proteolíticamente, aunque permanecen asociados no covalentemente. Entonces el
péptido hidrofóbico C-terminal es reemplazado por un GPI que une a la AChE a la
membrana celular. Varios glicanos son también añadidos a los dominios de 15 y 55
kDa durante el procesamiento.
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Figura 1.2.- Características de la AChE que intervienen en su unión a GPI y modo de
acción de la PIPLC (modificado de Varki et al., 2008).
La estructura de la union de la AChE al GPI se presta a su escisión selectiva
por varios compuestos químicos (Varki et al., 2008). Estos han sido utilizados para
ayudar a determinar la presencia de un grupo GPI unido a AChE. La fosfolipasa C
específica de fosfatidil inositol (PIPLC) de Bacillus cereus (EC 3.1.4.10) escinde el
grupo GPI de las formas anfifílicas de AChE liberándolas de su anclaje a la membrana
celular. De este modo, el tratamiento con PIPLC convierte las formas anfifílicas en
hidrofílicas permitiendo su identificación (Figura 1.2).
El número de bandas de AChE catalíticamente eficientes que se resuelven en
zimogramas de extractos de D. melanogaster es variable dependiendo del tratamiento
aplicado a estos extractos, aunque es posible diferenciar un total de cuatro bandas
distintas. La forma predominante es el dímero unido a GPI (dímero anfifílico). Las otras
formas incluyen los monómeros anfifílicos y los monómeros y dímeros hidrofílicos. Las
formas anfifílicas son ampliamente localizadas en el SNC pero no las formas
hidrofílicas solubles. Los dímeros anfifílicos contribuyen de forma mayoritaria a la
hidrólisis de acetilcolina en las sinápsis colinérgicas pero se ha sugerido que las
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demás formas también participarían en esta función (Fournier et al., 1988, 1992;
Zador, 1989; Healy et al., 1991).
Algunos insectos no Cyclorrhapha que poseen dos genes ace presentan un
patrón de bandas de AChE en el que se observan cuatro bandas (Toutant, 1989;
Bourguet et al., 1996). La presencia de cuatro bandas en este grupo de insectos
podría asemejarse a la presencia del mismo número de bandas bajo ciertas
condiciones de proteolisis de la AChE de Drosophila (Toutant et al., 1988; Arpagaus et
al., 1998). No obstante, Bourguet et al. (1996), identificaron las bandas que aparecen
al separar en geles nativos extractos enzimáticos de Culex pipiens como las formas
anfifílicas e hidrofílicas de sus dos AChEs, AChE1 y AChE2, en estado dimérico. En B.
germanica, se ha obtenido un patrón con ciertas similitudes al de C. pipiens, asignado
la misma identidad a las formas moleculares de AChE asumiendo que su naturaleza
es equivalente a las de C. pipiens (Kim et al., 2006b). Sin embargo, es relevante que
en extractos de diferentes tejidos de B. germanica el patrón de bandas difiere
marcadamente. Como la identidad de las bandas no ha sido confirmada de forma
directa, sería necesario realizar un estudio más en profundidad para poder identificar
fehacientemente cada una de las formas moleculares que constituyen el patrón
isoenzimático de la actividad AChE en B. germanica.
1.1.4. RESISTENCIA A ORGANOFOSFORADOS Y CARBAMATOS
Los insecticidas son la principal herramienta utilizada para el control de las
plagas de insectos. Los organofosforados y carbamatos actúan como inhibidores
esencialmente irreversibles de la AChE, siendo las AChEs de insectos especialmente
susceptibles (Villatte et al., 1998; Boublik et al., 2002). La inhibición ocurre porque los
insecticidas actúan como sustrato de la primera etapa pero no de la segunda etapa en
el mecanismo de reacción. De este modo, los insecticidas forman un intermediario
enzimático fosforilado o carbamilado mucho más estable que el derivado acetilado
natural. La fosforilación o carbamilación de la enzima previene la hidrólisis por el
mecanismo enzimático habitual. Los insectos expuestos a insecticidas pueden
sobrevivir incluso con una alta proporción de moléculas de AChE inhibidas (Smissaert
et al., 1975; Devonshire et al., 2003), pero a partir de un umbral el descenso de
actividad provoca un fallo del sistema colinérgico.
Un problema importante en la agricultura es el desarrollo de resistencia en los
insectos que constituyen plagas debido a la alta presión de selección ejercida por el
empleo excesivo de insecticidas. La resistencia se definida por el IRAC (Insecticida
Resistance Action Committee –www.irac-online.org-) como “un cambio heredable en la
sensibilidad de una población de una plaga que se ve reflejado en la incapacidad
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repetida de un producto de alcanzar los niveles esperados de control cuando es usado
de acuerdo a las recomendaciones de la etiqueta para esa especie plaga”.
La resistencia a insecticidas se ha documentado en muchas especies de
insectos que constituyen plagas (Zlotin, 2001). Existen diversas vías a través de las
cuales una plaga puede expresar resistencia a insecticidas, como son: modificación de
su comportamiento, presentar una penetración reducida del insecticida, la
detoxificación bioquímica o resistencia metabólica y la reducción de la sensibilidad de
las dianas, entre otras (Feyereisen, 1995; Soderlund, 1997). Es posible que una
especie desarrolle más de uno de estos mecanismos al mismo tiempo o que los
mecanismos actúen sobre más de un grupo de insecticidas, resultando en resistencia
cruzada o múltiple. Los mecanismos de resistencia a insecticidas que actúan
principalmente son la resistencia metabólica y la insensibilidad de la molécula diana.
1.1.4.1. Resistencia por modificación de AChE
En el caso de la resistencia por modificación de la diana, existen pocas
evidencias de que el incremento de los niveles de AChE pueda aumentar la tolerancia
a insecticidas (Fournier et al., 1992), y sólo parece alcanzarse altos niveles de
resistencia mediante la sustitución de aminoácidos que afecten la maquinaria catalítica
de la enzima de modo que sea menos sensible a la inhibición por insecticidas (Ayad &
Georghiou, 1975; Hemingway & Georghiou, 1983; Hemingway & Ranson, 2000). La
resistencia mediada por la reducción de la sensibilidad de AChE a la inhibición por
algunos organofosforados y carbamatos ha sido demostrada en una amplia gama de
insectos (revisiones: Fournier & Mutero, 1994; Bourguet et al., 1998; Devonshire et al.,
1998; Russell et al., 2004; Fournier, 2005; Oakeshott et al., 2005; Kono & Tomita,
2006). Las mutaciones relacionadas con resistencia ocurren en múltiples puntos en el
sitio catalítico y sus alrededores (Fournier, 2005; Kono & Tomita, 2006). Estas
diferentes mutaciones han sido estudiadas con el fin de discernir su importancia en la
resistencia (Oakeshott et al., 2005). Generalmente, su efecto impide el acceso o la
unión del inhibidor al sitio activo de AChE. Estas mutaciones difieren
considerablemente en el nivel de resistencia que confieren y en el espectro de
insecticidas sobre los que producen efectos. En ocasiones la misma mutación puede
causar un incremento de la resistencia a algunos inhibidores pero, por el contrario,
incrementar la sensibilidad a otros (Menozzi et al., 2004; Fournier, 2005).
Russell et al. (2004) postularon que los casos de resistencia podían clasificarse
en dos grupos mayoritarios: Patrón I, que conlleva resistencia principalmente a
carbamatos, y Patrón II, que conlleva una resistencia similar tanto a organofosforados
como a carbamatos, aunque en algún caso puede aparecer resistencia específica a
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organofosforados. Se ha identificado la naturaleza molecular de la alteración que
provoca el descenso de sensibilidad a insecticidas en ciertos casos de cada patrón. Se
ha propuesto que, en general, las mutaciones del Patrón I pudieran conllevar cambios
en el sitio activo, mientras que las mutaciones del Patrón II pudieran provocar una
limitación del acceso del inhibidor al sitio activo y, probablemente, también a ACh. Es
esperable que existan diferencias potenciales en el desarrollo de resistencia mediante
mutaciones en la AChE entre los dípteros del grupo Cyclorrhapha, con un sólo gen ace
(ace2), y el resto de órdenes de insectos, con dos genes (ace1 y ace2) (Russell et al.,
2004). En la mayoría de los casos en los que se han asociado mutaciones con
resistencia en insectos que presentan los dos genes, éstas se han descrito en ace1,
siendo una de las excepciones el caso de Leptinotarsa decemlineata (Zhu et al., 1996;
Zhu & Clark, 1997; Kim et al., 2006ª; Ben'kovskaya et al., 2008).
La resistencia parece comprometer en cierto grado la cinética de hidrólisis de
ACh (Fournier & Mutero, 1994; Devonshire et al., 1998), lo que puede conllevar un
coste biológico para los genotipos resistentes (Roush & McKenzie, 1987; Oakeshott et
al., 2005). En el pulgón Myzus persicae se han descrito efectos deletéreos de la AChE
alterada que incluyen la reducción de la reproducción y una mayor respuesta a la
feromona de alarma del pulgón (Foster et al., 2003). En C. pipiens se ha descrito un
coste severo en la biología del insecto (Chevillon et al., 1997; Lenormand et al., 1999),
prolongando el tiempo de desarrollo, produciendo cambios morfológicos y reduciendo
la supervivencia a la hibernación. Como consecuencia existe una variación en las
frecuencias del alelo resistente dependiendo de la distancia a las áreas geográficas
con un uso intensivo de insecticidas, así como una variación estacional regular en
zonas expuestas periódicamente a insecticidas (Bourguet et al., 2004).
Recientemente, se ha descubierto una duplicación del locus ace1 que aparece con
alta frecuencia en C. pipiens combinando tanto el alelo susceptible y el alelo resistente
(Lenormand et al., 1998). Aparentemente, esta combinación proporciona suficiente
AChE resistente para asegurar la supervivencia en presencia del insecticida, y
suficiente AChE salvaje que permite restaurar la neurotransmisión a un estado
cercano a la normalidad en ausencia del insecticida. El estudio de las cuatro
mutaciones más comunes que proporcionan resistencia relacionada con la AChE en
D. melanogaster mostró que su efecto en la hidrólisis de sustrato era variable, aunque,
en todos los casos, la estabilidad de las AChEs mutadas fue menor que la de la AChE
silvestre. No obstante, ciertas combinaciones de mutaciones restablecen parcialmente
la viabilidad del insecto (Charpentier & Fournier, 2001).
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1.2 ESCARABAJO DE LA PATATA, Leptinotarsa decemlineata (Say)
1.2.1. SISTEMÁTICA Y BIOLOGÍA
La ubicación taxonómica de L. decemlineata es la siguiente (Balachowsky,
1963):
PHYLLUM: Arthropoda
ORDEN: Coleoptera
SUBORDEN: Polyphaga
SUPERFAMILIA: Phytophagoidea
FAMILIA: Chrysomelidae
SUBFAMILIA: Chrysomelinae
GÉNERO: Leptinotarsa
ESPECIE: L. decemlineata (Say, 1824)
El género Leptinotarsa Stal, 1858, tiene las sinonimias Doryphora Say, 1824;
Polygramma DeJean, 1837; Chrysomela Stal, 1858 y Myocoryna Jacoby, 1883
(Jacques, 1988).
El desarrollo de L. decemlineata es del tipo holometábolo o de metamorfosis
completa, durante el cual se diferencian cuatro estados: huevo, larva, pupa y adulto
(Figura 1.3). L. decemlineata es una especie ovípara que deposita los huevos en
grupos de 20-60, preferentemente sobre el envés de hojas de patata. Los adultos
viven en promedio 5 semanas y la hembra pone entre 500 y 1000 huevos durante ese
tiempo. Tras la eclosión, la larva empieza a alimentarse de las yemas foliares y hojas
más tiernas. El escarabajo de la patata pasa por 4 estadios larvarios (L1, L2, L3 y L4;
Ferro, 1985). Las larvas de 4º estadio (L4) abandonan la planta y se entierran unos
centímetros en el suelo manteniéndose en estado prepupal hasta que se produce la
muda a pupa. Tras unos días, la pupa se transforma en adulto completando la
metamorfosis (Jacques, 1988).
Introducción
17
Figura 1.3.- Ciclo biológico de L. decemlineata
1.2.2. DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA
L. decemlineata es una especie nativa del suroeste de los Estados Unidos y de
México, siendo sus principales plantas hospedadoras Solanum rostratum, S.
angustifolium y otras especies de la familia Solanaceae, probablemente también
originarias de la misma zona (Whalen, 1979). Tras la introducción de la patata,
Solanum tuberosum, en el área de distribución original, L decemlineata encontró un
hospedador muy adecuado comenzando así su expansión por todo el mundo
(Jacques, 1988; Weber, 2003).
Actualmente L. decemlineata se encuentra en América, Africa, Asia, y en
prácticamente toda Europa. Su distribución actual cubre una extensión de 16 millones
de km2 en Norteamérica, Europa y Asia, y continúa expandiéndose (Webber, 2003).
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1.2.3. DAÑOS E IMPORTANCIA
L. decemlineata es una plaga de la patata de importancia económica en todo el
mundo (Hare, 1990). Los daños a la planta son ocasionados por la acción conjunta de
larvas de diferentes estadios y adultos, de modo que un escarabajo puede consumir
aproximadamente 40 cm2 de hojas de patata durante los estadios larvales y cerca de
10 cm2 de hojas adicionales por día en el estadio adulto (Ferro et al., 1985). La
destrucción de hojas y tallos, conlleva la consiguiente paralización en el desarrollo de
los tubérculos.
L. decemlineata es una especie defoliadora, que además de sus principales
plantas hospedadoras, S. rostratum, S. angustifolium y la patata cultivada (S.
tuberosum), ataca ocasionalmente a la berenjena (Solanum melongena), tomate
(Lycopersicum esculentum) y otras especies de Solanáceas cultivadas y silvestres
(Jacques, 1988).
1.2.4. ACTIVIDAD AChE EN L. decemlineata Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
La alta presión de selección ejercida sobre las poblaciones de L. decemlineata
por los insecticidas ha inducido el desarrollo de resistencia en muchas poblaciones de
esta especie en diversas partes del mundo. De este modo, el escarabajo de la patata
ha desarrollado resistencia frente a los principales grupos de insecticidas, como
ciclodienos, organofosforados, carbamatos y piretroides (Georghiou & Mellon, 1983;
Ioannidis et al., 1991; Grafius, 1997; Igcr et al., 1999; Stankovic et al., 2004; Pourmiza,
2005; Mota-Sanchez et al., 2006; Alyokhin et al., 2007; Baker et al., 2007).
Los mecanismos de resistencia a insecticidas conocidos en el escarabajo de la
patata incluyen el aumento del metabolismo de esterasas (carboxilesterasas y
monooxigenasas), una penetración del insecticida reducida y la insensibilidad de la
diana del insecticida (Rose and Brindley 1985; Argentine et al. 1989; Ioannidis et al.
1991; Ioannidis et al. 1992; Wierenga and Hollingworth 1993; Anspaugh et al. 1995;
Zhu et al. 1996; Clark et al. 2001). También existen evidencias de resistencia por
comportamiento (Hoy and Head 1995; Alyokhin and Ferro 1999).
La resistencia a organofosforados y carbamatos en L. decemlineata ha sido
asociada con alteraciones de la actividad AChE (Ioannidis et al., 1992; Wierenga &
Hollingworth, 1993; Zhu & Clark, 1995b; Stankovic et al., 2004). Ioannidis et al. (1992)
caracterizaron por primera vez una población de campo de L. decemlineata resistente
al carbamato carbofurano debido a una disminución de la sensibilidad de la AChE.
Resultados similares se obtuvieron en una población de L. decemlineata resistente al
insecticida organofosforado azinfos-metil (AZ-R), en la que se encontró un alto nivel de
resistencia (136 veces) (Argentine et al., 1989). La resistencia a azinfos-metil en L.
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decemlineata se determinó como autosómica y, esencialmente, monofactorial pero
modificada por al menos dos factores contribuyentes adicionales. Los estudios
bioquímicos establecieron una ligera reducción en la penetración, un pequeño
aumento en el metabolismo oxidativo y, de forma mayoritaria, la insensibilidad de la
diana debido a una forma alterada de AChE (Argentine et al., 1994).
En L. decemlineata se ha purificado y caracterizado una enzima AChE (Zhu &
Clark, 1994). Mediante la comparación de una AChE purificada tanto de la población
susceptible como de la población AZ-R, se observó que la AChE de la población AZ-R
era 16 veces menos sensible a la acción inhibitoria del azinfos-metil. Además, la AChE
de la población AZ-R se mostró menos eficiente en la hidrólisis de acetilcolina lo que
conllevaba un coste en la biología del insecto (Argentine et al., 1994; Zhu et al., 1996).
En definitiva, la resistencia a azinfos-metil en las poblaciones AZ-R de L.
decemilineata se atribuyó a una forma modificada de AChE que funciona como un
mecanismo de resistencia por insensibilidad de la diana (Zhu & Clark, 1995a).
En el escarabajo de la patata únicamente se ha descrito la existencia de un gen
ace (Zhu & Clark, 1995b). En base a los árboles filogenéticos de AChEs de varios
insectos, la AChE secuenciada en L. decemlineata se ha identificado como
correspondiente al gen ace2 (Ldace2), ortólogo del gen ace de D. melanogaster
(Dmace2). Además, no se ha podido establecer la asociación de la enzima AChE
purificada y caracterizada bioquímicamente (Zhu & Clark, 1994) con el gen Ldace2
(Kim et al., 2007).
Mutaciones en el gen Ldace2 han sido asociadas a resistencia a
organosfosoforados y carbamatos  (Zhu et al., 1996; Zhu & Clark, 1997; Kim et al.,
2006ª; Ben'kovskaya et al., 2008). En la población AZ-R se han descrito dos
mutaciones (S291G y R30K, numeración de Torpedo californica) en Ldace2 que se han
asociado con resistencia, además de que la mutación S291G se ha asociado con un
coste en la biología del insecto (Zhu et al., 1996). La mutación S291G se encontró en
todos los individuos resistentes, pero no en los sensibles, y se mostró que la AChE de
la población AZ-R era significativamente menos sensible a la inhibición con azinfos-
metil que la de las poblaciones sensibles (Zhu & Clark, 1997).
La población BERTS de L. decemlineata es altamente resistente al insecticida
carbamato N-metil carbofurano. La resistencia a N-metil carbofurano parece estar
correlacionada con una AChE insensible. La comparación de las secuencias de las
AChE de las subpoblaciones BERTS-R (altamente resistente a carbofurano) y BERTS-
S (sensible a carbofurano) reveló la presencia de una mutación puntual que resulta en
la sustitución S291G previamente descrita en la población AZ-R. Además, se describió
una nueva mutación presente únicamente en la subpoblación BERTS-S que resulta en
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una sustitución I392T adicional en la AChE que aparentemente revierte las propiedades
de resistencia que confiere la sustitución S291G (Kim et al., 2006ª).
Análisis funcionales por mutagénesis dirigida y expresión en baculovirus han
mostrado la posible influencia en la actividad de la enzima de algunas de estas
mutaciones asociadas con la AChE de las poblaciones de L. decemlineata resistentes
a insecticidas organofosforados y carbamatos (Kim et al., 2007).
Sin embargo, la asociación de resistencia con la presencia de una mutación
particular en Ldace2 contrasta con la mayoría de resistencias a organofosforados
encontradas en insectos con dos genes ace, en donde el cambio mutacional
responsable reside en ace1 (revisado por Kono & Tomita, 2006). Además, Weill et al.
(2002) expresaron dudas sobre la significación de la asociación del fenotipo de
resistencia con las mutaciones encontradas en ace2 en este coleóptero, ya que el
reanálisis de los datos de resistencia (13 individuos analizados de una población con
un 80% de individuos resistentes [Zhu et al., 1996]) no sugería una asociación
significativa entre resistencia y una mutación particular en ace2.
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1.3 CUCARACHA ALEMANA, Blattella germanica (L.)
1.3.1. SISTEMÁTICA Y BIOLOGÍA
De acuerdo con la clasificación de Cornwell (1968) su ubicación taxonómica es
la siguiente:
PHYLLUM: Arthropoda
ORDEN: Dictyoptera
SUBORDEN: Blattaria
SUPERFAMILIA: Blaberoidea
FAMILIA: Blattellidae
SUBFAMILIA: Blattellinae
GÉNERO: Blattella
ESPECIE: Blattella germanica (Linnaeus, 1767)
El desarrollo de B. germanica es del tipo hemimetábolo o de metamorfosis
incompleta, durante el cual se diferencian tres estados: huevo, ninfa y adulto (Figura
1.4). B. germanica es una especie pseudo-ovovivípara. Los huevos son depositados
en grupos en una estructura protectora denominada ooteca (generalmente 30-40
huevos por ooteca) (Ross & Mullins, 1995), que es acarreada por la hembra hasta el
momento de la eclosión (Cochran, 1999). En condiciones ambientales favorables, el
desarrollo de B. germanica se puede completar en 100 días. Es una de las especies
de cucarachas que producen más cantidad de huevos (20.000
descendientes/hembra/año, incluida la 2ª generación).Las ninfas pasan por 6 estadios,
todos semejantes a los adultos, salvo por la ausencia de alas y de aparato reproductor
desarrollado (Ross & Mullins, 1995).
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Figura 1.4.- Ciclo biológico de B. germanica
1.3.2. DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA
B. germanica es una especie cosmopolita que se encuentra prácticamente en
todas las partes del mundo (Princis, 1969). El origen de esta especie se ha situado en
la zona tropical de Asia (Roth, 1985), dispersándose rápidamente a Asia Menor y al
Este de Europa, y desde Europa a América. Como indican sus orígenes, B. germanica
se encuentra en zonas tropicales (Asahina & Hasegawa, 1981), pero ha penetrado
perfectamente en climas templados tanto al Norte como al Sur, teniendo una gran
capacidad para desarrollarse prácticamente en cualquier lugar donde habiten seres
humanos. En una perspectiva mundial, es probablemente la plaga de cucarachas más
importante.
1.3.3. DAÑOS E IMPORTANCIA
B. germanica es una de las plagas domésticas más importantes a nivel
mundial, siendo una de las especies de cucaracha más usual en las viviendas.
A pesar de que de las 4.000 especies de cucarachas existentes en el planeta
apenas sólo 10 se citan en la lista de plagas de la OMS, en el mundo occidental las
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cucarachas conforman un grupo con el que, en importancia económica y efectos sobre
la salud, sólo compiten los mosquitos, no teniendo rival como plaga urbana. Las
cucarachas son portadoras de bacterias patógenas, sirven de hospedador
intermediario para helmintos patógenos, y pueden portar huevos de helmintos, virus,
protozoos y hongos que afectan al ser humano y a otros vertebrados, además de tener
un importante papel en alergias humanas y asma (Cochram, 1999).
1.3.4. ACTIVIDAD AChE EN B. germanica Y RESISTENCIA A INSECTICIDAS
En los últimos 60 años los insecticidas han resultado ser el único método de
control efectivo de B. germanica, siendo la aparición de resistencia la principal causa
de los fracasos en el control de esta especie (Siegfried & Scott, 1992). Así, la
cucaracha alemana ha desarrollado resistencia a casi todas las clases de insecticidas
en todos los continentes, tanto a organofosforados (Milio et al., 1987; Schal, 1988;
Cochran, 1989; Scott et al., 1990; Siegfried et al., 1990; Rust & Reierson, 1991;
Prabhakaran & Kamble, 1993; Hemingway et al., 1993a), como a carbamatos
(Cochran, 1989; Siegfried & Scott, 1991; Hemingway et al., 1993a; Prabhakaran &
Kamble, 1993) y a piretroides (Vagn-Jensen, 1987; Umeda et al., 1988; Cochran,
1989; Robinson & Zhai, 1990; Atkinson et al., 1991; Chapman et al., 1993; Hemingway
et al., 1993b; Ladonni, 1997; Valles, 1998, 1999; Huang et al., 1999; Lin et al., 2000).
En las cucarachas el rol de la acetilcolinesterasa en la resistencia a
organofosforados y carbamatos es todavía incierto, aunque existen algunos casos en
los que la resistencia a organofosforados y carbamatos se ha asociado a una
alteración de la actividad. Sin embargo, se observó una muy baja frecuencia de AChE
alterada en las poblaciones resistentes examinadas (< 10%), así como una alta
resistencia a carbamatos y baja a organofosforados (Hemingway et al., 1993a; Lee et
al., 2000). En estudios anteriores, Siegfried & Scott (1990) no encontraron este
mecanismo en poblaciones que presentaban resistencia múltiple a organofosforados y
carbamatos. No obstante, la resistencia mediada por la disminución de la sensibilidad
de la acetilcolinesterasa es común en otras especies de insectos plaga (Fournier &
Mutero, 1994), por lo que no sería descartable que así pudiera ocurrir en otras
poblaciones de B. germanica.
En B. germanica se han identificado recientemente 2 genes ace (Bgace1 y
Bgace2; Kim et al., 2006b) que codifican 2 acetilcolinesterasas funcionales. El nivel de
expresión de Bgace1 es mayor que el de Bgace2, y su transcrito está
mayoritariamente localizado en los tejidos nerviosos encontrándose ampliamente
distribuido en la mayoría de neuronas. Bgace2 se expresa minoritariamente, pero de
manera homogénea, en todos los tejidos del insecto, coexistiendo su transcrito con el
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de Bgace1 en las mismas redes neuronales aunque restringido a ciertos grupos de
neuronas (Kim et al., 2006b; Mizuno et al., 2007). Estos datos sugieren que BgAChE1
podría desempeñar una función importante en el SNC de B. germanica mientras que
BgAChE2 tendría una función suplementaria a la de BgAChE1.
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1.4 SILENCIAMIENTO POR RNA
El silenciamiento por RNA es un mecanismo de regulación génica presente en
organismos eucariotas. Se fundamenta en un reconocimiento específico de
secuencias génicas por parte de pequeñas moléculas de RNA, que, o bien reduce los
niveles de tránscrito mediante la supresión de la transcripción (silenciamiento génico
transcripcional [TGS]) o actúa a nivel post-transcripcional, desencadenando la
degradación y/o la inhibición de la traducción del mRNA diana (silenciamiento génico
post-transcripcional [PTGS]).
Los primeros indicios de la existencia de mecanismos de silenciamiento génico
se obtuvieron a principios de los años 90, a partir de estudios con plantas transgénicas
de petunia en las que se trataba de obtener flores de petunia con más color mediante
la sobreexpresión de un gen que codifica una enzima involucrada en la producción de
los pigmentos antocianinas. Sorprendentemente, los resultados obtenidos tras la
introducción de copias extra del gen mediante transformación génica fueron contrarios
a lo esperado: en lugar de una mayor expresión del producto génico, se producía una
anulación de su expresión, provocada por una degradación específica del mRNA, de
forma que muchas de las flores eran variegadas presentando sectores blancos (Napoli
et al., 1990). La pérdida del mRNA no se asoció con una reducción de la transcripción
(Van Blokland et al., 1994). Se adoptó el término cosupresión para describir la pérdida
de mRNAs tanto endógenos como del transgén. A partir de ese momento, se
describieron otros eventos de cosupresión similares que resultaban en la degradación
post-transcripcional del RNA (Kooter et al., 1999), por lo que se acuñó el término de
silenciamiento génico post-transcripcional (PTGS).
Mientras se acumulaban los informes de PTGS en plantas, un proceso similar
de silenciamiento génico dependiente de homología fue también observado de forma
independiente en el hongo Neurospora crassa, denominándose Quelling (Cogoni et al.,
1996).
En 1997, apareció el primer informe de silenciamiento génico en animales. Se
describía cómo un incremento del número de copias del gen que codifica la alcohol
deshidrogenasa en Drosophila melanogaster mediante la introducción de transgenes
reducía la expresión del gen en lugar de incrementarla (Pal-Badhra et al., 1997). Se
definió como un fenómeno de cosupresión por analogía al proceso descrito en plantas
desde 1990.
El estudio del silenciamiento por RNA se desarrolló a partir de los
descubrimientos de Fire et al. (1998), que demostraron de forma inequívoca que los
inductores del silenciamiento génico eran moléculas de RNA de doble cadena
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(dsRNA). Los fenotipos producidos mediante la interferencia mediada por dsRNA
fueron extremadamente específicos. Al proceso de silenciar un gen funcional mediante
la aplicación exógena de dsRNA se denominó interferencia por RNA (RNAi).
En definitiva, procesos similares al silenciamiento génico observado
inicialmente en plantas se han descrito de forma generalizada en organismos
eucariotas (Hannon, 2002), incluyendo los insectos (Pal-Badhra et al., 1997;
Kennerdell & Carthew, 1998).
1.4.1. MECANISMO DE ACCIÓN DEL RNAi
1.4.1.1. Etapa de iniciación
El RNAi comienza en la célula a partir de la administración de dsRNA (Fire et
al., 1998). El dsRNA es procesado en fragmentos de RNA de entre 21-25 nucleótidos
aproximadamente denominados RNAs pequeños interferentes (siRNAs) por enzimas
de tipo RNasa III, específicas de dsRNA, denominadas Dicer (Figura 1.5; Denli &
Hannon, 2003; Tomari & Zamore, 2005).
1.4.1.2. Etapa efectora
Los siRNAs se ensamblan en complejos proteicos efectores denominados
complejos de silenciamiento inducidos por RNA (RISC), sirviéndoles de guía hacia
moléculas de mRNA por complementariedad de secuencia. De este modo, RISC
promueve la degradación de RNAs que contengan secuencias complementarias al
siRNA (Figura 1.5; Denli & Hannon, 2003; Tomari & Zamore, 2005).
1.4.1.3. Amplificación y diseminación sistémica del silenciamiento
Al núcleo del mecanismo de silenciamiento por RNA, representado por el
procesamiento de dsRNA por Dicer y el efecto sobre RNAs diana mediado por RISC,
se suman la amplificación y la diseminación del silenciamiento. En plantas, hongos y
nemátodos, los siRNAs también son capaces de promover la formación de dsRNA de
novo a partir de estos RNAs diana, interviniendo enzimas RNA polimerasas
dependientes de RNA (RdRP ó RDR), posiblemente usando siRNAs como iniciadores
de la reacción (Ahlquist, 2002). A partir de este dsRNA se forma un nuevo conjunto de
siRNAs produciéndose una amplificación de la respuesta de silenciamiento por RNA.
Introducción
27
dsRNA Dicer
siRNA
siRNA – Complejo proteico RISC
siRNA
Activación de RISC
mRNA
Reconocimiento del mRNA diana
mediado por siRNA
Degradación del mRNA
ETA
PA
 DE
 IN
ICI
AC
IÓN
ETA
PA
 EF
EC
TO
RA
Figura 1.5.- Mecanismo de Acción del RNAi. La etapa de iniciación consiste en el
procesamiento del dsRNA por una RNasa III específica de dsRNA (Dicer) en fragmentos de
RNA de entre 21-25 nucleótidos (siRNAs). En la etapa efectora los siRNAs se unen a un
complejo proteico (RISC) que degrada el mRNA homólogo.
En plantas y nemátodos, la inducción local de silenciamiento puede generar
una señal móvil que inicie el silenciamiento en otras zonas distantes del organismo
(Yoo et al., 2004; Xoconostle & Ruiz-Medrano, 2005). Este proceso se denomina
silenciamiento sistémico, y probablemente está relacionado con que, en presencia del
RNA diana en la célula receptora de la señal, se produce una amplificación de la señal
de silenciamiento, provocándose una mayor diseminación del silenciamiento (Himber
et al., 2003).
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El RNAi como proceso sistémico en insectos fue descrito por primera vez en el
coleóptero Tribolium castaneum (Tomoyasu & Denell, 2004; Bucher et al., 2002).
Además, se ha demostrado en este coleóptero la existencia de RNAi parental, en
donde el silenciamiento génico inducido en un individuo es transmitido a su
descendencia. Gracias a una respuesta sistémica del RNAi bien documentada y a la
obtención de la secuencia completa de su genoma, Tribolium se ha convertido en un
modelo aceptado para estudios de genómica funcional en insectos.
Una comparación reciente del genoma de C. elegans y de T. castaneum reveló
que no existe una conservación del mecanismo del RNAi sistémico (Tomoyasu et al.,
2008). Los insectos carecen de genes similares a las RdRP, enzimas consideradas
necesarias para el paso de amplificación de los siRNAs que conduce a unos efectos
del silenciamiento persistentes y sistémicos (Sijen et al., 2001), por lo que la
amplificación de señal observada debe basarse en un gen diferente con actividad
similar o a un mecanismo diferente. Una actividad similar a las RdRPs ha sido
observada en Drosophila aunque no posea ese gen (Lipardi et al., 2001).
1.4.2. FUNCIONES BIOLÓGICAS DEL SILENCIAMIENTO POR RNA
Las funciones naturales del silenciamiento por RNA y sus procesos
relacionados parecen ser la protección del genoma contra la invasión de elementos
genéticos móviles, como virus y transposones, y la dirección del funcionamiento de los
programas de desarrollo o de respuesta a estrés en organismos eucarióticos (Hannon,
2002; Zamore & Haley, 2005).
1.4.2.1 Defensa antiviral
Los virus son parásitos intracelulares capaces de transmitirse de un organismo
huésped a otro y de utilizar la maquinaria celular del organismo al que infectan para
replicarse (Hull, 2002). En algunos organismos como plantas e insectos, el
silenciamiento por RNA sirve como defensa frente a virus, ya que la mayoría producen
en algún momento de la infección dsRNAs o RNAs con estructura secundaria que son
reconocidos por la maquinaria celular y desencadenan una respuesta de degradación
del RNA viral (Szittya et al., 2003; Tenllado & Díaz-Ruíz 2001).
Cuando células S2 de Drosophila son infectadas con el virus FHV (Flock House
Virus), se da rápidamente una producción de siRNAs específicos del virus. Los efectos
del silenciamiento génico se observan en la disminución de los niveles de RNA de
FHV. Para ser capaz de infectar las células S2, el virus FHV codifica una proteína
supresora del silenciamiento, lo que proporciona una clara evidencia del papel del
silenciamiento por RNA como defensa antiviral en D. melanogaster (Li et al., 2002).
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1.4.2.2. Control de elementos transponibles
El silenciamiento por RNA está involucrado también en el control de la
actividad de elementos transponibles, secuencias de DNA con capacidad de moverse
de un punto a otro en el genoma (Feschotte et al., 2002). La actividad de los
elementos transponibles es controlada a través de la formación de heterocromatina,
proceso en el que el silenciamiento por RNA juega un papel relevante. Este papel es
corroborado por la presencia en diversos organismos eucariotas de siRNAs
correspondientes a secuencias de elementos transponibles. Además, los siRNAs son
capaces de promover la metilación del DNA (Baulcombe, 2004; Lippman &
Martienssen, 2004). De este modo, se ha observado que individuos de C. elegans
defectivos en el mecanismo de RNAi presentan un mayor grado de movilización de
transposones (Sijen & Plasterk, 2003) y se han encontrado siRNAs endógenos de D.
melanogaster (Elbashir et al., 2001) idénticos a secuencias de transposones.
1.4.2.3. Regulación de la expresión génica mediante microRNAs
En organismos eucariotas existen genes que codifican RNAs altamente
estructurados, con porciones de doble cadena, que son procesados para dar lugar a
RNAs de 21-26 nucleótidos denominados microRNAs (miRNAs) (Bartel, 2004). Los
miRNAs tienen secuencias complementarias a la de mRNAs de diversos genes y,
según el grado de complementariedad (Hutvágner & Zamore, 2002), pueden promover
el corte del RNA diana o la inhibición de su traducción. Los miRNAs regulan la
expresión de una amplia variedad de genes, entre los que se encuentran factores de
transcripción y genes implicados en el desarrollo (Baulcombe, 2004).
Se han descrito miRNAs en Drosophila que presentan una complementariedad
parcial con dos secuencias, la K box y la Brd box, que median la regulación post-
transcripcional de numerosos mRNAs, lo que sugiere su papel en el control de la
expresión génica (Lai, 2002).
1.4.3. APLICACIONES BIOTÉCNOLÓGICAS DEL RNAi
1.4.3.1. Genómica funcional reversa
Los avances en la caracterización funcional de los genes de insectos se han
basado en los estudios de genética clásica. Esta aproximación ha sido muy útil, sin
embargo, está restringida a modelos que se puedan transformar genéticamente.
Además, la publicación de los primeros genomas conllevó el descubrimiento de un
gran número de genes con funciones desconocidas y la necesidad de aplicar la
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genética funcional reversa. El problema que enfrenta la biología post-genómica implica
cerrar la brecha entre genotipo y fenotipo. Una de las aplicaciones del RNAi es el
estudio de la función de genes, evaluando el efecto que tiene sobre el organismo la
eliminación del producto génico mediante la administración de dsRNA con homología
a la secuencia del gen. De este modo, la aparición del RNAi representa una nueva
herramienta que abre la posibilidad de estudiar la función de genes en especies no
manipulables genéticamente (Bellés, 2010).
Existe una gran diversidad de especies y funciones estudiadas mediante RNAi
(Tabla 1.2). El primer uso in vivo del RNAi fue en el estudio de los genes frizzled y
frizzled 2 en D. melanogaster (Kennerdell & Carthew, 1998). Posteriormente, se
llevaron a cabo análisis funcionales en especies holometábolas, como T. castaneum
(Brown et al., 1999), y en especies hemimetábolas, como Oncopeltus fasciatus
(Hughes & Kaufman, 2000). Desde entonces, la técnica de RNAi se ha convertido en
una herramienta valiosa para realizar estudios de genómica funcional en diversos
órdenes de insectos, incluyendo dípteros (Kennerdell & Carhew, 2000; Misquitta &
Paterson, 1999; Blandin et al., 2002; Shin et al., 2003), coleópteros (Bucher et al.,
2002; Tomoyasu & Denell, 2004; Arakane et al., 2005), himenópteros (Amdam et al.,
2003; Farooqui et al., 2004), ortópteros (Meyering-Vos et al., 2006; Zhou & Xia, 2009),
dictiópteros (Marie et al., 2000; Ciudad et al., 2006; Maestro & Bellés, 2006; Cruz et
al., 2006; Martín et al., 2006; Cruz et al., 2007; Mané-Padrós et al., 2008) y
lepidópteros (Rajagopal et al., 2002; Ohnishi et al., 2006; Kumar et al., 2009).
El RNAi se ha aplicado para el estudio del desarrollo embrionario, el desarrollo
postembrionario, la reproducción y la vitelogénesis, el comportamiento del insecto,
complejas rutas biosintéticas, la resistencia contra agentes biológicos y químicos, etc.
En cuanto al estudio de la resistencia contra químicos, el RNAi puede ayudar en el
estudio de los mecanismos de acción de los insecticidas (Bellés, 2010). Se ha
mostrado mediante RNAi la importancia de la familia de proteínas citocromo P450 en
la detoxificación de insecticidas en el díptero A. gambiae, produciendo el
silenciamiento génico un aumento de la sensibilidad de los insectos a piretroides
(Lycett et al., 2006). Por otra parte, el silenciamiento de la aminopeptidasa-N
localizada en el tubo digestivo de los lepidópteros S. litura y H. armigera dió lugar a un
descenso de la sensibilidad de estos insectos a la toxina Bt de Bacillus thurigiensis,
sugiriéndose para este gen una función de receptor de la toxina Bt (Sivakumar et al.,
2007).
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Tabla 1.2.- Especies de insectos en las que se ha empleado el RNAi in vivo
(modificado de Bellés, 2010)
Orden Especie Funciones estudiadas
Locusta migratoria Desarrollo embrionario (segmentación), acetilcolinesterasa
Orthoptera
Gryllus bimaculatus
Desarrollo embrionario (segmentación, formación del tubo digestivo),
desarrollo postembrionario (regeneración de patas), alatostatinas y
hormona juvenil, comportamiento (ritmos locomotores)
Blattella germanica
Desarrollo embrionario (segmentación), desarrollo postembrionario
(muda), reproducción (vitelogenina, receptor de vitelogenina, oogénesis,
alatostatinas y hormnona juvenil), comportamiento, transducción de
señales nutricionales (TOR y hormona juvenil), comportamiento (ritmos
locomotores)
Periplaneta americana Desarrollo embrionario (segmentación), especificidad sináptica
Dyctioptera
Diploptera punctata Receptor de alatostatinas
Isoptera Reticulitermes flavipes Comportamiento social (hexamerinas y polifenismo)
Oncopeltus fasciatus Desarrollo embrionario (segmentación, apéndices)
Rhodnius prolixus Glándulas salivales (agentes anticoagulantes, comportamiento chupador)Hemiptera
Bemisia tabaci Dinámicas basadas en actina en oocitos (gen chickadee)
Tribolium castaneum
Desarrollo embrionario (formación de patrones, segmentación, apéndices)
desarrollo postembrionario (microescultura y pubescencia especializada,
formación de élitros, acción molecular de la hormona juvenil), síntesis de
quitina, percepción de olores
Apriona germari Resistencia a agentes físicos (protección contra estrés térmico)
Harmonia axyridis Metodología
Coleoptera
Gastrophysa atrocyanea Diapausa
Neuroptera Chrysopa perla Desarrollo postembrionario (receptores nucleares y metamorfosis)
Nasonia vitripennis Desarrollo embrionario (formación de patrones, segmentación)
Hymenoptera
Apis mellifera
Desarrollo embrionario (genes Hox, integumento), desarrollo
postembrionario (receptores nucleares), vitelogénesis (vitelogenina),
comportamiento social (vitelogenina, regulación de la hormona juvenil),
receptores de amina biogénica
Hyalophora cecropia Sistema Inmunológico (péptidos antimicrobianos, melanización)
Bombyx mori
Desarrollo embrionario (genes pair-rule), desarrollo postembrionario
(desplegamiento de alas, metamorfosis), síntesis de feromonas,
coloración
Manduca sexta Sistema inmunológico (protección contra infecciones de Photorhabdus),resistencia a agentes físicos (encapsulación)
Helicoverpa armigera Resistencia a agentes químicos (receptor de la toxina Bt),acetilcolinesterasa
Spodoptera litura Resistencia a agentes químicos (receptor de la toxina Bt)
Spodoptera littoralis Producción de esperma
Spodoptera exigua Síntesis de quitina
Spodoptera frugiperda Alatostatinas, hormona juvenil
Epiphyas postvittana Carboxilesterasas del tubo digestivo, unión a feromonas
Lepidoptera
Plodia interpunctella Coloración de los ojos en embriones
Aedes aegypti Vitelogénesis (transducción de señales nutricionales), sistema inmune(ruta Toll)
Anopheles gambiae
Glándulas salivales (comportamiento chupador), sistema inmunológico
(susceptibilidad a la infección por Plasmodium), resistencia a agentes
químicos (insecticidas piretroides)
Drosophila melanogaster
Desarrollo embrionario (ej., formación de patrones, segmentación,
formación muscular, estabilización sináptica, ruta Notch), oogénesis y
formación del corion, sistema inmunológico (ruta Toll), resistencia a
agentes químicos (efectos del etanol), comportamiento
Lucilia sericata Desarrollo embrionario (segmentación)
Sarcophaga peregrina Receptor de lipoproteínas de baja densidad, proteínas de hemocitos
Diptera
Episyrphus balteatus Desarrollo embrionario (formación de patrones)
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1.4.3.2. Protección de cultivos
La metodología de administración mayoritaria en los estudios de genética
funcional ha sido la microinyección en la hemolinfa del dsRNA sintetizado in vitro
(Bellés et al., 2010). Esta vía de administración facilita que el dsRNA circule por la
hemolinfa, difundiendo mejor a los órganos del insecto. Sin embargo, para que el RNAi
pueda utilizarse como herramienta de control de insectos mediante el silenciamiento
de genes vitales, deben desarrollarse sistemas eficientes de formulación y
administración del dsRNA (Price & Gatehouse, 2008). En este sentido, se ha
documentado otras vías de introducción de dsRNA en insectos como es la entrada por
vía oral, tal como se había descrito anteriormente en el nematodo Caenorhabditis
elegans (Timmons & Fire, 1998; Timmons et al., 2001). En el lepidóptero Epiphyas.
postvittana, experimentos de RNAi permitieron el silenciamiento de la proteína de
unión a feromona de las antenas proporcionando información funcional, incluyendo la
novedad de la aplicación del dsRNA por ingestión (Turner et al., 2006).
Posteriormente, la administración de dsRNA en dietas artificiales ha dado lugar al
silenciamiento de los genes diana en el hemíptero Rhodnius prolixus (Araujo et al.,
2006) y en los lepidópteros Plutella xylostella (Bautista et al., 2009) y Helicoverpa
armigera (Kumar et al., 2009)
La posibilidad del uso del RNAi en la protección de las plantas frente a insectos
mediante el silenciamiento de genes esenciales, se ha abordado éxitosamente con
posterioridad al inicio de esta tesis doctoral. Dos estudios recientes han demostrado
que se pueden transformar genéticamente plantas para que produzcan dsRNAs que
confieren protección frente a insectos herbívoros (Gordon & Waterhouse, 2007). Baum
et al. (2007) emplearon ensayos de ingestión en los que larvas de Diabrotica virgifera
fueron alimentadas con una dieta artificial suplementada con dsRNAs específicos para
evaluar 290 genes esenciales del insecto. Estos ensayos identificaron 14 genes cuyo
silenciamiento causaba mortalidades significativas a bajas dosis de dsRNA.
Posteriormente, transformaron genéticamente maíz para que expresase el dsRNA
específico del gen que codifica la subunidad A de la ATPasa vacuolar (V-ATPasa),
mostrando estas plantas una reducción significativa de los daños producidos por el
insecto. Además, cuando se evaluó el efecto de los dsRNAs diseñados para silenciar
genes de D. virgifera en otras dos especies de insectos, Diabrotica undecimpunctata y
L. decemlineata, la mortalidad de los insectos disminuyó con la reducción en el nivel
de similitud de los genes de D. virgifera y sus ortólogos en esas especies, indicando
que el silenciamiento génico era potencialmente muy selectivo.
En otro estudio, se silenció la expresión de un gen de una citocromo P450
monooxigenasa específica del tubo digestivo de H. armigera, CYP6AE14, que confiere
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resistencia a gosipol, un compuesto polifenólico de las plantas de algodón que actúa
como insecticida natural. Las larvas que se alimentaron de plantas transgénicas que
expresaban un dsRNA específico de CYP6AE14 mostraron posteriormente
susceptibilidad a gosipol en dietas artificiales (Mao et al., 2007).
Ambos estudios sugieren que los cultivos pueden ser modificados con
transgenes que expresen dsRNAs de manera que resultan protegidos del daño
producido por la alimentación de insectos herbívoros. La especificidad de acción del
dsRNA, asociada a su capacidad para silenciar genes esenciales para la
supervivencia del insecto, sugiere que se podrían usar dsRNAs como bioplaguicidas.
Muchos insecticidas actuales tienen un amplio rango de actuación, siendo capaces de
ocasionar un efecto dañino sobre muchas especies no perniciosas e incluso
beneficiosas para el ser humano. El uso de dsRNA como bioplaguicida permitiría un
control específico del insecto plaga diana, sin afectar adversamente a especies no
diana, además de evitar la cada vez más frecuente resistencia a insecticidas. Muy
recientemente, se han descrito métodos para administrar dsRNA por ingestion a un
amplio rango de especies de insectos, mostrándose que incluso los genes altamente
conservados pueden ser utilizados para inducir RNAi específico para una única
especie, sin afectar a especies no diana (Whyard et al., 2009).
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1.5 OBJETIVOS GENERALES DE LA TESIS DOCTORAL
Esta tesis se engloba en un proyecto en el que se pretende desarrollar una
nueva generación de bioplaguicidas basados en RNAi, para ser aplicados al control de
plagas en una estrategia respetuosa con el medio ambiente. Para la consecución de
este objetivo se persiguió el silenciamiento específico de un gen diana que participa en
un proceso esencial para el insecto, como es la enzima acetilcolinesterasa que actúa
en la transmisión del impulso nervioso.
No obstante, el descubrimiento en los últimos años de la existencia de dos
genes ace (ace1 y ace2) en la gran mayoría de órdenes de insectos ha hecho
necesario un estudio previo para profundizar en el conocimiento de la importancia
relativa que pudieran tener cada uno de estos genes en la actividad AChE del insecto.
Por tanto, los objetivos concretos abordados en esta tesis doctoral son:
1. Identificación de un segundo gen ace (Ldace1) en L. decemlineata, parálogo
al gen ace2 de D.melanogaster y ortólogo al gen ace1 de A. gambiae. Además, se
persigue el análisis comparativo de los patrones de expresión de los genes Ldace1 y
Ldace2 en distintos tejidos y estadios de desarrollo para obtener evidencias de una
posible diferenciación funcional entre ambos, así como un análisis bioquímico de la
actividad AChE en este insecto con el fin de determinar la posible existencia de dos
AChEs funcionalmente activas en L. decemlineata.
2. Determinación del grado de contribución a la actividad acetilcolinesterasa de
las dos enzimas presentes en L. decemlineata (LdAChE1 y LdAChE2)  y en
B.germanica (BgAChE1 y BgAChE2), mediante la técnica de RNAi mediada por la
inyección intraabdominal de dsRNA correspondiente a cada uno de los genes, ace1 y
ace2. La intención última es el análisis de la implicación de AChE1 y AChE2 en la
supervivencia del insecto y en la susceptibilidad frente a insecticidas.
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2. CLONACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE Ldace1
Y Ldace2 DE Leptinotarsa decemlineata
“Intentarlo es el primer
paso hacia el fracaso.”
H.J. Simpson
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l escarabajo de la patata, Leptinotarsa decemlineata, es una plaga de la
patata de importancia económica en todo el mundo (Hare, 1990).
La alta presión de selección ejercida sobre las poblaciones de L.
decemlineata por los insecticidas ha inducido el desarrollo de resistencia en muchas
poblaciones de esta especie en diversas partes del mundo. Los insecticidas
organofosforados y carbamatos se caracterizan por presentar como diana de su
acción la enzima acetilcolinesterasa (AChE). La resistencia a estos dos grupos de
insecticidas ha sido asociada en L. decemlineata con alteraciones de la actividad
AChE (Ioannidis et al., 1992; Wierenga & Hollingworth, 1993; Zhu & Clark, 1995b).
Actualmente se considera que los insectos del grupo Cyclorrhapha de los
dípteros poseen un gen ace, mientras que existen dos genes ace en los dípteros no
Cyclorrhapha (Bourguet et al., 1996; Weill et al., 2002; Villatte & Bachmann, 2002;
Huchard et al., 2006; Coutinho-Abreu et al., 2007) y en la mayoría del resto de órdenes
de insectos, como hemípteros (Li & Han, 2002; Gao et al., 2002; Chen & Han, 2006),
lepidópteros (Baek et al., 2005; Cassanelli et al., 2006; Lee et al., 2006; Seino et al.,
2007), dictiópteros (Kim et al., 2006b), ftirápteros (Lee et al., 2007), coleópteros (Kozaki
et al., 2008), etc (Tabla 1.1).
No obstante, a pesar de que las evidencias apuntan a que la mayoría de los
insectos tendrían dos genes ace, en muchas especies, entre las que se encuentra L.
decemlineata, sólo se conoce uno, Ldace2 (Zhu & Clark, 1995b), identificado como un
gen ace2 ortólogo del gen ace de Drosophila melanogaster (Dmace2).
Mutaciones en el gen Ldace2 han sido asociadas a resistencia a
organosfosoforados y carbamatos  (Zhu et al., 1996; Zhu & Clark, 1997; Kim et al.,
2006ª; Ben'kovskaya et al., 2008). Sin embargo, Weill et al. (2002) expresaron dudas
sobre la significación de la asociación del fenotipo de resistencia con las mutaciones
encontradas en ace2 en este coleóptero. Además, se ha establecido que la resistencia
a organofosforados y carbamatos en D. melanogaster y Musca domestica es causada
por mutaciones en el gen ace2 (Mutero et al., 1994; Walsh et al., 2001), pero, sin
embargo, la implicación de AChE2 en la resistencia a insecticidas no está clara en los
grupos de insectos que presentan dos genes ace. Las mutaciones en ace1 parecen
explicar mejor la alteración de la actividad AChE observada en asociación con
resistencia a insecticidas (Kono & Tomita, 2006). Así, la misma función fisiológica en
las sinapsis colinérgicas sería realizada por AChE2 en insectos del grupo
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Cyclorrhapha y por AChE1 en el resto de insectos (Weill et al., 2002). Asimismo, la
mayoría de los datos indican que los genes ace1 tienen un nivel de expresión mayor
que los genes ace2 (Baek et al., 2005; Lee et al., 2006; Kim et al., 2006b). De este
modo, los datos sugieren que el gen ace1 constituiría la principal diana de insecticidas
en las especies que presentan dos genes ace.
Hasta el momento, a diferencia de otros coleópteros como Tribolium
castaneum y Alphitobius diaperinus (Kozaki et al., 2008) no existen referencias en L.
decemlineata de la existencia de un segundo gen ace, Ldace1. Por lo tanto, la
identificación de un gen ace1 puede ser un paso decisivo para dilucidar los
mecanismos de resistencia a organofosforados y carbamatos en L. decemlineata.
Asimismo, se espera que Ldace1 sea la diana apropiada para el silenciamiento
específico de un gen esencial en una estrategia de generación de bioplaguicidas
basados en RNAi.
El objetivo de este capitulo consistió en la identificación de un segundo gen ace
(Ldace1) en L. decemlineata, parálogo al gen ace2 de D.melanogaster y ortólogo al
gen ace1 de A. gambiae. Además, se realizó un análisis comparativo de los patrones
de expresión de los genes Ldace1 y Ldace2 en distintos tejidos y estadios de
desarrollo para obtener evidencias de una posible diferenciación funcional entre los
productos de ambos genes, así como un análisis bioquímico de la actividad AChE con
el fin de determinar la posible presencia de dos AChEs funcionalmente activas en L.
decemlineata.
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2.1 MATERIAL Y MÉTODOS
2.1.1. CRÍA DE Leptinotarsa decemlineata
Para la realización de los diferentes ensayos se utilizó una población de
laboratorio de L. decemlineata (Say) (Coleoptera, Chrysomelidae), renovada con
periodicidad mediante la introducción de individuos de campo. Esta población fue
mantenida con plantas de patata (Figura 2.1), Solanum tuberosum cv. Kennebec, en
cámaras climatizadas en condiciones constantes de 25 ± 2 ºC de temperatura, >75 %
de humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad).
Figura 2.1.- Cría de L. decemlineata en laboratorio (modificado de Caballero, 2004)
2.1.2. DISECCIÓN DE LOS GANGLIOS TORÁCICOS
Las disecciones se realizaron en solución salina Ringer sobre ejemplares
anestesiados con hielo.
Solución salina Ringer
NaCl 9 g/L
KCl 0.2 g/L
NaHCO3 0.2 g/L
CaCl2 0.2 g/L
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Para extraer los ganglios torácicos, se realizó una abertura longitudinal en la
parte dorsal de abdomen y tórax del insecto. Seguidamente, se separaron los notos
abdominales y torácicos, y se retiró el tubo digestivo quedando al descubierto los 3
ganglios torácicos. Los ganglios torácicos se congelaron en nitrógeno líquido
inmediatamente tras la disección, y se almacenaron  a -80 ºC hasta su uso.
2.1.3. CLONACIÓN DEL cDNA DE Ldace1 y Ldace2 DE L. decemlineata
2.1.3.1. Clonación del cDNA de Ldace1 de L. decemlineata
La clonación del homólogo de ace1 en L. decemlineata se llevó a cabo
mediante técnicas de PCR utilizando oligonucleótidos degenerados basados en
regiones conservadas de las ace1 conocidas en insectos, complementadas con 5’ y 3’
RACE.
2.1.3.1.1. Extracción de RNA
Cabezas de especímenes de cuarto estadio larvario (L4) recién emergidos de
L. decemlineata fueron congeladas en nitrógeno líquido inmediatamente tras la
disección, y fueron almacenadas a -80ºC hasta su uso.
Las extracciones de RNA se realizaron utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se llevó a cabo un tratamiento con DNasa para impedir una posible
contaminación con DNA genómico, que puede aparecer en la extracción de RNA, en la
posterior amplificación de los diferentes transcritos. Se realizó utilizando la enzima
DNase I, RNase-free (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.1.3.1.2. Retrotranscripción
A partir del RNA total tratado con DNasa se sintetizó cDNA utilizando la AMV
Reverse Transcriptase (Promega).
Procedimiento:
1. Incubar 1 µg de RNA durante 5 min a 65ºC con el fin de desnaturalizarlo.
2. Poner en hielo para evitar hibridaciones entre las cadenas del RNA.
3. Añadir los diferentes reactivos, a concentración final:
1X AMV Reverse Transcriptase Reaction Buffer
1 µg Oligonucleótido poly-T
1 mM de cada dNTP
1 µL RNAsin Ribonuclease Inhibitor (40u/µL)
3 µL AMV Reverse Transcriptase (10u/µL)
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En un volumen total de 20 µL
4. Equilibrar la reacción durante 10 min a 25ºC.
5. Incubar 1 hora a 42ºC para que tenga lugar la retrotranscripción.
6. Incubar durante 5 min a 95ºC para terminar la reacción y poner en hielo.
7. Diluir el cDNA 1:3 en agua Milli-Q.
2.1.3.1.3. PCR con oligonucleótidos degenerados
Con el fin de amplificar una región inicial del cDNA de Ldace1, se realizó una
PCR con oligonucleótidos degenerados, basados en regiones conservadas de las
ace1 conocidas de insectos, utilizando como molde cDNA obtenido a partir de 1 µg de
RNA de cabeza de L. decemlineata.
Los oligonucleótidos utilizados fueron:
Tabla 2.1. Oligonucleótidos degenerados Ldace1
Nombre Oligoncleótido *Secuencia Oligonucleótido (5’→3’) Tamaño fragmentoamplificado
F_Ldace1deg TNTCTAGATGGATHTAYGGIGGIGG
R_Ldace1deg NSCTCGAGCIGCISWYTCICCRAA
283 pb
*Código Bases Degeneradas: N = (A/C/G/T), B = (C/G/T), D = (A/G/T), H = (A/C/T), V = (A/C/G), K = (G/T),
M = (A/C), R = (A/G), S = (G/C), W = (A/T), Y = (C/T).
Las reacciones de PCR se realizaron con AmpliTaq DNA Polymerase (Applied
Biosystem).
Las condiciones utilizadas para la PCR fueron:
94 ºC 5 min
94 ºC 30 seg
48 ºC 30 seg x40
72 ºC 30 seg
72 ºC 7 min
El fragmento de DNA de 283 pb generado por PCR fue purificado de gel de
agarosa mediante las columnas Ultrafree-DA (Millipore) para, posteriormente, ser
purificado mediante una extracción estándar con fenol-cloroformo y precipitación con
etanol en presencia de AcNa 0.3 M (pH 5.2).
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2.1.3.1.4. Clonación en pGEM-T Easy
La ligación del fragmento purificado de DNA generado por PCR se llevó a cabo
en el vector pGEM-T Easy, siguiendo las instrucciones del Kit pGEM-T Easy Vector
System (Promega). La transformación del DNA plasmídico se realizó en células
electrocompetentes de E. coli DH5α.
El DNA plasmídico fue purificado siguiendo las instrucciones del HighPure
Plasmid Isolation Kit (Roche) a partir de cultivos líquidos incubados toda la noche a
37 ºC en agitación constante (200 rpm).
La secuenciación del DNA se realizó en ambos sentidos utilizando los
oligonucleótidos que se unen a las secuencias consenso del promotor del fago M13
presentes en el vector de clonación.
2.1.3.1.5. Amplificación de los extremos 5’ y 3’ de Ldace1 (5’ y 3’ RACE)
Para la obtención de la secuencia completa de Ldace1 se utilizaron las
técnicas de 5’ y 3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), descrita inicialmente por
Forhman et al. (1988) (Figura 2.2).
Se realizó la extracción del poly(A)+ RNA mediante el mRNA Purification Kit
(Amersham Pharmacia) a partir de RNA total de cabezas de especímenes de
L.decemlineata de cuarto estadio larvario (L4) recién emergidos, obtenido tal y como
se describe en el apartado 2.1.3.1.1. El 5’ y 3’ RACE se llevó a cabo siguiendo las
instrucciones del Marathon cDNA Amplification Kit (Clontech). A partir de 1 μg de
poly(A)+ RNA se realizó la síntesis de cDNA y, a continuación, la ligación de un
adaptador en ambos extremos.
Los oligonucleótidos específicos utilizados en las 5’ y 3’ RACE-PCRs se
diseñaron en base a la secuencia de Ldace1 obtenida según se ha descrito en el
apartado anterior; para la 5′ RACE-PCR se emplearon los oligonucleótidos reversos
(R_GSP) R_Ldace1.1 y R_Ldace1.2, y para la 3′ RACE-PCR los oligonucleótidos
directos (F_GSP) F_Ldace1.1 y F_Ldace1.2, en combinación con los oligonucleótidos
del adaptador del Marathon cDNA Amplification Kit. De este modo, para una primera
reacción de PCR se emplearon los oligonucleótidos F_Ldace1.1 y R_Ldace1.1 en
combinación con el Adaptor Primer para la 3’ y 5’ RACE-PCR, respectivamente; en
una segunda reacción de PCR se utilizó como DNA molde una dilución 1:500 de la
primera reacción y se emplearon los oligonucleótidos F_Ldace1.2 y R_Ldace1.2 en
combinación con el Nested Adaptor Primer para la 3’ y 5’ RACE-PCR,
respectivamente.
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Figura 2.2.- Estrategia de clonación del cDNA completo de Ldace1. F_GSP =
Oligonucleótidos directos específicos; R_GSP = Oligonucleótidos reversos específicos;
F_GSP5’ = Oligonucleótido directo específico de la región 5’-UTR; R_GSP3’ = Oligonucleótido
reverso específico de la región 3’-UTR; AP = Oligonucleótidos del adaptador del Marathon
cDNA Amplification Kit.
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Tabla 2.2. Oligonucleótidos 5’ y 3’ RACE-PCR Ldace1
Nombre Oligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
F_Ldace1.1 CCACAACATCATCGTCTCCGAGGA
F_Ldace1.2 CTACTTCGGCACGTCCGACGTACC
R_Ldace1.1 CGACACCAGAATGATATTCTCCTC
R_Ldace1.2 GAGGGTAGTCGTACCCGAGTAGAA
Adaptor Primer CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC
Nested Adaptor Primer ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC
Las reacciones de RACE-PCR se efectuaron con el Advantage GC2
Polymerase Mix (BD Science) y las siguientes condiciones:
95 ºC 1 min
95 ºC 30 seg
55 ºC 30 seg x40
72 ºC 3 min
72 ºC 7 min
Los fragmentos generados de Ldace1 se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa, se clonaron en el vector pGEM-T Easy y fueron secuenciados, tal y
como se detalla en el apartado 2.1.3.1.3 y 2.1.3.1.4.
2.1.3.1.6. Obtención del cDNA completo de Ldace1
Para obtener un cDNA completo, se diseñaron oligonucleótidos flanqueando la
región codificante de Ldace1 (delante de la metionina inicial -5’UTR- y tras el codón de
parada -3’UTR-), utilizando como molde cDNA obtenido mediante el Marathon cDNA
Amplification Kit, tal y como se indica en el apartado anterior.
Para una primera reacción de PCR se empleó el oligonucleótido F_Ldace1_5’.1
en combinación con el Nested Adaptor Primer; en una segunda reacción de PCR se
utilizó como DNA molde una dilución 1:100 de la primera reacción y se emplearon los
oligonucleótidos F_Ldace1_5’.2 y R_ Ldace1_3’.
Clonación y caracterización de Ldace1 de L. decemlineata
47
Tabla 2.3. Oligonucleótidos PCR Ldace1 Completo
PCR Nombre Oligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
F_Ldace1_5’.1 GGTGTTTCTTTTGGCGCTGCAATCCTC
1
Nested Adaptor Primer ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC
F_Ldace1_5’.2 GCTGCAATCCTCGAGTCGATGGTTTAGA
2
R_ Ldace1_3’ CCTGGTGAAATCCATTTAGTCCCATTCAAG
Las reacciones de PCR se efectuaron con el Advantage GC2 Polymerase Mix
siguiendo las especificaciones del fabricante y con el siguiente protocolo térmico:
95 ºC 1 min
95 ºC 30 seg
68 ºC 3 min 30 seg*       x40
70 ºC 10 min
* Anillamiento + Extensión
1X BD Advantage 2 PCR Buffer
200 µM de cada dNTP
800 nM de cada oligonucleótido
2 µL cDNA dilución 1:100
0.5 µL BD Advantage 2 Polymerase Mix
Volumen final de 25 µL en agua Milli-Q
2.1.3.2 Clonación del cDNA completo de Ldace2 de L. decemlineata
Para obtener un cDNA completo de Ldace2 se diseñó una pareja de
oligonucleótidos directos situados delante de la metionina inicial de la región
codificante de Ldace2. El diseño de estos oligonucleótidos se basó en la secuencia
Ldace2 presente en la base de datos Genbank (nº acceso: L41180).
Tabla 2.4. Oligonucleótidos PCR Ldace2 Completo
PCR Nombre Oligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’) Posición
1 F_Ldace2_5’.1 CGCGCCAATGTGACTGGATTATTC -88/-65
2 F_Ldace2_5’.2 ATCGCCCTTTCGCGGTCTAATCAACA -55/-30
Se realizó una primera PCR utilizando como molde cDNA obtenido mediante el
Marathon cDNA Amplification Kit (Clontech) tal y como se indica en el apartado
2.1.3.1.5. En una segunda reacción de PCR se utilizó como DNA molde una dilución
1:100 de la primera reacción.
Para las PCRs se emplearon los oligonucleótidos directos F_Ldace2_5’.1  y
F_Ldace2_5’.2 en combinación con los oligonucleótidos del adaptador del Marathon
cDNA Amplification Kit.
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Las reacciones de PCR se efectuaron con el Advantage GC2 Polymerase Mix y
con el mismo protocolo térmico seguido en 2.1.3.1.6.
2.1.4. ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS Y ANÁLISIS FILOGENÉTICO
El análisis filogenético se realizó utilizando la secuencia de aminoácidos
deducida de Ldace1 y secuencias de AChE1 y AChE2 obtenidas de la base de datos
GenBank protein. Se utilizaron las secuencias de AChEs de los siguientes insectos: L.
decemlineata (LdecAChE2 AAB00466.1), T. castaneum (TcasAChE1 XP_973462;
TcasAChE2 XP_970774), Blattella germanica (BgerAChE1 ABB89946; BgerAChE2
ABB89947), Nephotettix cincticeps (NcinAChE1 AAP87381; NcinAChE2 AAF65202),
Bombyx mori (BmorAChE1 ABY50088; BmorAChE2 ABY50089), Cydia pomonella
(CpomAChE1 ABB76666; CpomAChE2 ABB76665), Helicoverpa armigera
(HarmAChE1 AAY59530; HarmAChE2 AAN37403), Helicoverpa assulta (HassAChE1
AAY42136; HassAChE2 AAV65638), Plutella xylostella (PxylAChE1 AAY34743;
PxylAChE2 AAL33820), Apis mellifera (AmelAChE1 XP_393751; AmelAChE2
NP_001035320), Aphis gossypii (AgosAChE1 BAD51408; AgosAChE2 BAD51410),
Myzus persicae (MperAChE1 AAN71600, MperAChE2 AAL99585), Schizahis
graminum (SgraAChE1 AAK09373), Anopheles gambiae (AgamAChE1 CAD56157;
AgamAChE2 XP_310628), Culex pipiens (CpipAChE1 AAV28503; CpipAChE2
CAJ43752), Aedes aegypti (AaegAChE1 XP_001656977; AaegAChE2
XP_001655868), Lucilia cuprina (LcupAChE2 AAC02779), M. domestica (MdomAChE2
AAK69132) y D. melanogaster (DmelAChE2 NP_476953).
También se incluyeron las AChEs del nemátodo Caenorhabditis elegans
(CeleAchE1 CAA53080; CeleAchE2 AAC14016; CeleAchE3 AAC14022; CeleAchE4
AAC14017).
Como grupo externo se utilizaron las secuencias de AChEs de vertebrados
como Torpedo californica (TcalAChE CAA27169) y Homo sapiens (HsapAChE
AAA68151). Además, se utilizó la secuencia de la butirilcolinesterasa humana
(HsapBuChE NP_000046).
Las secuencias proteicas fueron alineadas mediante el programa ClustalX
(Thompson et al., 1997). Las posiciones que no presentan alineamiento y las regiones
con mayor grado de divergencia fueron eliminadas utilizando el programa Gblocks
0.91b con los parámetros fijados por defecto (Castresana, 2000). El alineamiento
resultante fue analizado con el programa PHYML basado en el principio de máxima
verosimilitud con el modelo evolutivo JTT de sustitución de las posiciones
aminoacídicas; para ello se efectuó el análisis de 100 interacciones “bootstrap” de los
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datos mediante la versión online del programa PHYML (http://atgc.lirmm.fr/phyml/;
Guindon et al., 2005).
2.1.5. RT-PCR CUANTITATIVA
La PCR cuantitativa es una técnica aplicada para el análisis de la expresión
génica que se caracteriza por su alta sensibilidad permitiendo la amplificación y
cuantificación de un ácido nucleico específico mediante la detección del producto de
PCR en tiempo real. Esta técnica se usó para la determinación de las cantidades
relativas de los mRNAs de Ldace1 y Ldace2.
2.1.5.1. Extracción RNA
Se realizó la extracción de RNA de pools de individuos completos de día 1 de
los cuatro estadios larvarios (L1, L2, L3 y L4), de cabeza y ganglios torácicos de
adultos de día 1, y de huevos de día 4 de L. decemlineata utilizando el RNeasy Mini
Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se llevó a cabo un tratamiento con DNasa en las muestras de RNA obtenidas
utilizando para ello el TURBO DNA-free Kit (Ambion), siguiendo las indicaciones del
fabricante.
La concentración y la integridad del RNA se determinaron mediante la
utilización del espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) y del
Experion RNA Análisis Kit (Bio-Rad), respectivamente.
2.1.5.2. Retrotranscripción
A partir del RNA total tratado con DNasa se sintetizó cDNA mediante el iScript
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se utilizó RNA total sin Transcriptasa Reversa (RT-) como control para
confirmar la  ausencia de DNA genómico en las muestras.
2.1.5.3. PCR cuantitativa
La reacción de PCR cuantitativa en tiempo real se llevó a cabo en el iCycler
iQ5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).
El gen de la β-tubulina de L. decemlineata fue empleado como gen de
referencia o estándar interno (gen house-keeping) debido a que se expresa a niveles
casi constantes.
La amplificación se realizó utilizando los siguientes oligonucleótidos:
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Tabla 2.5. Oligonucleótidos qPCR Ldace1 y Ldace2
Molde NombreOligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
Tamaño fragmento
amplificado
F_Ldace1q_1 CGCCGAGTTACAAAATACCC
Ldace1
R_Ldace1q_1 TAGCGTTTCCATCCAATTCC
123 pb
F_Ldace2q TTTTCCTTCTACTCCCACCATC
Ldace2
R_Ldace2q TTCGTAATCTCCTTCAGCCAAC
79 pb
F_Ldtubq CAACTCCACTGCCATCCAA
Ldtubulina
R_Ldtubq CCATCTCGTCCATACCTTCC
113 pb
La eficiencia de la amplificación de cada gen fue estimada mediante la
ecuación E=10-1/pendiente, donde la pendiente proviene del gráfico que se obtiene al
enfrentar el Ct (tiempo crítico de amplificación) con las diluciones seriadas del cDNA
molde.
La PCR optimizada contenía en un volumen total de 15 μL los siguientes
componentes:
5 μL cDNA dilución 1:100
7.5 μL 2X Quantimix Easy SYG master mix (SYBR Green I; Biotools)
3 μM de cada oligonucleótido
El programa térmico optimizado consistió en:
95 ºC 10 min
95 ºC 20 seg
62 ºC 20 seg* x40 * Adquisición de la señal.
72 ºC 20 seg
Inmediatamente después de la amplificación, se comprobó mediante el análisis
de la curva de melting la homogeneidad del producto de PCR.
La síntesis de los fragmentos de DNA deseados se confirmó mediante
separación electroforética en un gel de agarosa del 2% (p/v) y secuenciación directa.
Los niveles de expresión relativa de cada mRNA se calcularon utilizando el
método 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001) normalizando esos niveles con
el gen de referencia β-tubulina.
Se analizaron 3 réplicas biológicas por triplicado en 3 ensayos independientes.
El análisis de los datos se basó en la media de todas las réplicas, realizándose un
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análisis estadístico ANOVA seguido de un Test de Rango Múltiple de Duncan (p <
0.05) mediante el software estadístico STATGRAPHIC Plus 5.1 (Statistical Graphics
Corp.).
2.1.6. ANÁLISIS BIOQUÍMICO DE LA ACTIVIDAD AChE DE L. decemlineata
Se diseccionaron en solución salina Ringer pools de cabezas y ganglios
torácicos de insectos adultos de 7 días de edad de L. decemlineata. Estos tejidos
fueron congelados en nitrógeno líquido inmediatamente tras la disección y
almacenados a -80 ºC hasta su uso.
Posteriormente, los tejidos fueron homogeneizados en tampón fosfato 0.1 M
(pH 7) que contenía Triton X-100 al 0.5% (v/v).
El homogeneizado fue centrifugado a 12000 rpm durante 5 minutos. Se recogió
el sobrenadante y se usó como extracto enzimático.
La concentración proteica fue determinada según el método de Bradford
utilizando albúmina sérica bovina (BSA) como estándar de proteína (Bradford, 1976).
Los estándares fueron preparados en el tampón apropiado manteniendo la misma
concentración de Triton X-100 que en las muestras (Friedenauer & Berlet, 1989).
2.1.6.1. Ensayo de actividad AChE
La actividad AChE fue determinada mediante el método espectrofotométrico de
Ellman et al. (1961). El método de Ellman detecta la aparición de tiocolina tras la
hidrólisis del sustrato por la acetilcolinesterasa. La tiocolina reacciona con el
cromóforo, el ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), para producir un compuesto
de color amarillo, el ácido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB), que puede ser medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 412 nm (Figura 2.3). La actividad
enzimática es, por tanto, directamente proporcional a la intensidad de coloración.
La actividad específica AChE se estimó como nmol de sustrato hidrolizado por
minuto y por mg de proteína (nmol min-1 mg-1), utilizando el coeficiente de extinción de
Ellman (Є412= 1.36x104 M-1 cm-1) (Ellman, 1959).
La actividad de los extractos enzimáticos fue medida utilizando como sustratos
acetiltiocolina iodada (ATChI), S-butiriltiocolina iodada (BuTChI) y propioniltiocolina
iodada (PrTChI) (Sigma-Aldrich). Además, se utilizó como inhibidor específico de la
actividad AChE, la eserina (Sigma-Aldrich) a una concentración de 10-5 M.
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Figura 2.3.- Reacción del DTNB (Reactivo de Ellman) con un tiol
La reacción se realizó en placas de microtiter y fue iniciada por la adición de
sustrato y de reactivo (DTNB), ambos a una concentración final de 1 mM, y el
incremento de la absorbancia a 412 nm fue registrado a intervalos de 20 segundos
durante 10 minutos a 30ºC utilizando para ello un lector de placas SpectraMax
(Molecular Dynamics).
Reacción:
10 µL de extracto enzimático
2 µL de sustrato 0.1M
20 µL de reactivo DTNB (ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico) 10mM
Hasta 200 µL de tampón fosfato potásico 0.1M (pH 7.2)
Se llevaron a cabo 3 réplicas biológicas y 3 experimentales de cada ensayo
enzimático, utilizándose blancos para estimar la hidrólisis espontánea del sustrato.
Para los ensayos de inhibición, el extracto enzimático fue preincubado con
distintas concentraciones del insecticida clorpirifoxon (Dr. Ehrenstorfer GmbH) y de
cloruro de mercurio (HgCl2; Sigma-Aldrich) a 30 ºC durante 5 minutos previamente a la
reacción con el sustrato.
2.1.6.2. Zimogramas
Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (PAGE nativo) en una unidad de electroforesis vertical (Protean III
mini electrophoresis cell, Bio-Rad), utilizando para ello un gel separador del 12% y un
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gel concentrador del 4% con un sistema discontinuo de tampón fosfato potásico. Tanto
el gel como el tampón de carrera contenían Triton X-100 al 0.5%.
Gel Separador (12%)
TRIS-HCl (pH 8.8) 1.5 M
Acrilamida-Bisacrilamida  12%
Triton X-100 0.5%
Gel Concentrador (4%)
TRIS-HCl (pH 6.8) 0.5 M
Acrilamida-Bisacrilamida    4%
Triton X-100 0.5%
El extracto enzimático fue preparado a partir de ganglios torácicos de
individuos de L. decemlineata como se indica en el apartado 2.1.6. Las preparaciones
de AChE así obtenidas (7.5 µg de proteína total), fueron sometidas a electroforesis a
200 V durante 3 horas en cámara fría. Eventualmente, las preparaciones de AChE
fueron preincubadas durante 1 hora a 37ºC con 2 µL de fosfolipasa C específica para
fosfatidil inositol de Bacillus cereus a 0.065 u/µL (PIPLC; Sigma-Aldrich) (Figura 1.2).
Tras la electroforesis, el gel fue teñido para visualizar las bandas con actividad
AChE mediante el método de Karnowsky y Roots (1964):
1. Lavar el gel en agua destilada.
2. Incubar 1 hora a temperatura ambiente con:
- 25 mg ATChI, PTChI o BuTChI en 32.5 mL 0.1M tampón fosfato pH 6.5
Añadir secuencialmente:
- 2.5 mL  0.1 M citrato sódico
- 5 mL 30 mM CuSO4
- 5 mL  H2Od
- 5 mL  5 mM ferrocianuro de potasio (K3Fe(CN)6)
Se realizó un análisis densitométrico de las bandas obtenidas en un
densitómetro calibrado GS-800 (Bio-Rad), utilizando el programa Quantity One (Bio-
Rad).
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2.2 RESULTADOS
2.2.1. CLONACIÓN DEL cDNA DE Ldace1 DE L. decemlineata
La clonación del ortólogo de ace1 en L. decemlineata se llevó a cabo mediante
la técnica de RT-PCR seguida por 5’ y 3’ RACE. En primer lugar, se diseñaron
oligonucleótidos degenerados en base a motivos conservados de secuencias de los
genes ace1 de otras especies de insectos. Mediante RT-PCR se obtuvo un primer clon
de 283 nucleótidos. El análisis de la secuencia confirmó que se trataba de un
fragmento de un gen ace1. A partir de esta secuencia parcial, mediante la utilización
de las técnicas de 5’ y 3’ RACE, se obtuvo la secuencia del cDNA correspondiente al
ortólogo ace1 de L. decemlineata que se denominó Ldace1.
Este cDNA presenta al menos un tamaño de 2149 nucleótidos que le confiere
una única pauta de lectura de 652 aminoácidos (Figura 2.4). Además, la secuencia
obtenida de Ldace1 contiene una región 5’ no traducida de 112 nucleótidos y una
región 3’ no traducida de 78 nucleótidos.
La predicción obtenida mediante el programa SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) indica que la secuencia presenta un péptido
señal cuyo sitio de corte se encuentra entre los aminoácidos P22 y N23.
La secuencia proteica deducida de Ldace1 presenta las características típicas
de una AChE, incluyendo los residuos que forman la triada catalítica (S272(200), E398(327)
y H512(440)), el motivo característico FGESAG que rodea el residuo S272(200) activo, un
sitio aniónico de unión a colina (W157(84)), los residuos que forman el bolsillo acilo
(W305(233), F361(290) y F472(329)) y el “oxianion hole” (G191(118), G192(119), A273(201)) (la
numeración entre paréntesis indica el aminoácido correspondiente en la AChE de
Torpedo californica; Sussman et al, 1991).
Además de estos motivos, la secuencia presenta residuos cisteína
característicos de las AChEs; existen 6 residuos cisteína que constituyen 3 puentes
disulfuro intramoleculares (C140(67)-C167(94), C326(254)-C339(265) y C474(402)-C596(521)) y el
residuo C622(537) en la región C-terminal que contribuye a la dimerización
intermolecular. Tras este residuo cisteína, LdAChE1 presenta una cola de aminoácidos
enriquecida en aminoácidos hidrofóbicos. Las AChEs son conocidas como proteínas
de superficie unidas a la membrana plasmática mediante un grupo glicosil-fosfatidil-
inositol (GPI), por lo que las colas hidrofóbicas distales son modificadas por la unión
covalente de un grupo GPI para la localización en la superficie celular (Figura 1.2).
El valor estimado de punto isoeléctrico (pI) de Ldace1 es de 6.62 y su peso
molecular excluyendo el péptido señal es de 70.98 kDa.
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LdAChE1 no presenta ninguna de las mutaciones asociadas con la resistencia
a organofosforados y carbamatos descritas previamente en los genes ace1 de
insectos (Kono & Tomita, 2006).
La secuencia aminoacídica deducida de Ldace1 mostró el mayor grado de
similitud con las secuencias de AChE1 de T. castaneum (81%, similitud obtenida con
Blast), seguido por las secuencias de AChE1 de B. germanica (77%), Pediculus
humanus corporis (72%), Bemisia tabaci (72%), N. cincticeps (69%), P. xylostella
(64%), H. assulta (64%), B. mori (63%) y C. pomonella (63%). Estas secuencias
difieren principalmente en sus regiones N-terminal y C-terminal, pero muestran la
esperada conservación de los residuos más importantes desde el punto de vista
funcional de la enzima (Figura 2.5).
Por otra parte, LdAChE1 mostró una similitud de secuencia del 43% con la
AChE de T. californica, y similitud cruzada del 53%, del 37% y del 41% con la AChE2
de L. decemlineata, D. melanogaster y de T. castaneum, respectivamente.
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Ldace1
gctgcaatcctcgagtcgatggtttagatcat 32
aacttcggcccagccaataaaaaataaaacgacgtcacctgagaactgttaacatttatttcgctttgaagggagcgacg 112
 M   T   T   T   L   R   V   F   C   L   L   T   T   M   I   L   I   P   S   S      20
ATG ACA ACA ACG CTA CGA GTA TTC TGC CTC TTG ACG ACG ATG ATT CTG ATT CCT TCG AGT 172
L   P   N   P   H   R   G   R   H   H   S   P   E   P   H   A   E   A   Y   H      40
CTG CCG AAC CCC CAC CGA GGC CGC CAC CAT TCG CCG GAG CCC CAC GCC GAG GCC TAC CAC 232
I   S   R   D   P   F   D   P   H   R   D   S   E   E   F   R   R   D   A   P      60
ATA TCG CGC GAC CCC TTC GAT CCC CAC CGG GAT TCG GAA GAG TTC AGA AGG GAC GCA CCC 292
D   D   G   K   R   D   F   T   R   R   D   S   S   E   D   D   P   L   V   V      80
GAC GAC GGC AAA CGC GAC TTC ACC AGG AGA GAC TCG TCG GAG GAC GAC CCC CTT GTG GTG 352
Q   T   K   R   G   K   V   R   G   V   T   V   T   A   V   T   G   K   K   V     100
CAG ACG AAG CGC GGT AAG GTG AGA GGT GTC ACT GTG ACC GCC GTT ACC GGT AAG AAG GTG    412
D   A   W   L   G   I   P   Y   A   Q   K   P   I   G   N   L   R   F   R   H     120
GAC GCC TGG CTG GGC ATA CCG TAC GCG CAG AAA CCA ATC GGG AAC CTC AGG TTC CGA CAC 472
 P   R   P   I   E   K   W   D   G   I   L   N   T   T   S   Q   S   T   S C     140
CCA AGG CCC ATC GAA AAG TGG GAC GGA ATC CTA AAC ACG ACC TCC CAA TCT ACC TCG TGT 532
 V   Q   I   I   D   T   V   F   G   D   F   A   G   S   N   M W   N   P   N  160
GTG CAG ATA ATT GAC ACC GTC TTC GGT GAC TTC GCC GGC TCC AAC ATG TGG AAT CCC AAC 592
 T   P   P   S   E   D C   L   F   V   N   V   V   V   P   K   P   R   P   T     180
ACG CCG CCC AGC GAG GAC TGC CTC TTC GTG AAC GTG GTG GTG CCG AAG CCG AGG CCG ACC 652
 N   A   A   V   L   V   W   I   F   G G G   F   Y   S   G   T   T   T   L     200
AAT GCG GCC GTC CTC GTC TGG ATC TTT GGA GGC GGC TTC TAC TCG GGT ACG ACT ACC CTC 712
 D   I   Y   D   H   N   I   I   V   S   E   E   N   I   I   L   V   S   M   Q     220
GAC ATC TAC GAC CAC AAC ATC ATC GTC TCC GAG GAG AAT ATC ATT CTG GTG TCG ATG CAG 772
 Y   R   L   A   S   L   G   F   L   Y   F   G   T   S   D   V   P   G   N   A     240
TAC CGA CTG GCC TCG CTT GGG TTC CTC TAC TTC GGC ACG TCC GAC GTA CCC GGA AAC GCC 832
 G   M   F   D   Q   M   M   A   L   Q   W   I   K   D   N   I   A   A   F   G     260
GGC ATG TTT GAC CAA ATG ATG GCG TTG CAG TGG ATC AAG GAC AAC ATC GCC GCC TTC GGA  892
 G   N   P   N   N   I   T   L  F   G   E S A   G A   V   S   V   S   L     280
GGT AAT CCC AAC AAC ATC ACG CTC TTC GGT GAG TCA GCG GGC GCC GTT TCG GTG TCG CTT  952
 H   L   F   S   P   L   S   R   N   L   F   S   Q   A   I   M   Q   S   G   T     300
CAC CTC TTC TCG CCG CTA TCG AGG AAC CTC TTC TCG CAG GCC ATC ATG CAG TCC GGT ACA 1012
 A   T   A   P W   A   I   I   S   R   E   E   S   I   L   R   G   L   R   L     320
GCA ACG GCG CCG TGG GCT ATC ATC TCC AGA GAG GAG AGC ATC CTA CGC GGC CTG CGG CTG 1072
 A   E   A   V   G C   P   H   D   R   S   D   L   S   S   V   I   D C   L     340
GCC GAA GCA GTT GGT TGC CCC CAC GAC AGG AGC GAC CTC TCT TCC GTC ATC GAC TGT CTC 1132
 Q   K   K   D   P   I   E   L   V   D   N   E   W   S   T   L   G   I   C   E     360
CAG AAG AAA GAC CCC ATT GAG CTC GTC GAC AAC GAA TGG TCA ACG CTG GGG ATA TGC GAG 1192
F   P   F   V   P   V   I   D   G   A   F   L   D   E   H   P   A   R   S   L     380
TTT CCC TTC GTG CCG GTC ATC GAC GGC GCC TTC CTC GAC GAG CAC CCG GCG CGG TCT CTC 1252
 A   N   K   N   F   K   K   T   N   I   L   V   G   S   N   S   D E   G   S     400
GCC AAC AAG AAC TTC AAG AAG ACC AAT ATC CTC GTA GGT TCG AAC TCC GAC GAA GGC AGT 1312
 Y   F   I   M   Y   H   L   T   E   L   F   R   K   E   E   N   V   Y   V   N     420
TAC TTC ATC ATG TAC CAT CTG ACG GAG CTG TTC AGG AAG GAA GAG AAC GTC TAC GTG AAC 1372
 R   Q   E   F   L   Q   A   V   A   E   L   N   P   Y   V   N   P   I   S   R     440
CGG CAA GAG TTC CTG CAG GCC GTC GCC GAA CTG AAC CCG TAC GTG AAC CCC ATC TCC AGA 1432
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 Q   A   I   V   F   E   Y   T   D   W   L   N   P   D   D   P   V   S   N   R     460
CAG GCC ATC GTC TTC GAG TAT ACG GAC TGG CTG AAC CCC GAC GAC CCG GTC AGC AAC AGG   1492
 D   A   L   D   K   M   V   G   D   Y   Q F   T C   S   V   N   E   L   A  480
GAC GCC CTC GAC AAG ATG GTC GGC GAC TAC CAG TTC ACG TGC AGC GTC AAC GAG TTG GCC 1552
 H   R   Y   S   D   T   G   N   N   V   Y   M   Y   Y   Y   K   H   R   S   I     500
CAC AGA TAT TCC GAT ACC GGC AAT AAC GTG TAC ATG TAC TAT TAC AAG CAC AGG AGC ATA 1612
 A   S   P   W   P   T   W   S   G   A   I H   G   E   E   I   N   Y   L   F     520
GCG AGT CCG TGG CCA ACG TGG TCG GGT GCA ATA CAC GGA GAA GAA ATC AAC TAT CTG TTC 1672
 G   E   P   L   N   P   S   K   S   Y   T   P   Q   E   V   D   L   S   R   R     540
GGT GAA CCC CTG AAT CCT TCC AAG AGT TAC ACG CCT CAA GAA GTG GAC CTG AGC AGA CGA 1732
 M   M   R   Y   W   A   N   F   A   K   T   G   N   P   S   V   N   A   N   G     560
ATG ATG CGA TAC TGG GCA AAC TTT GCG AAA ACG GGC AAT CCA AGC GTG AAC GCT AAT GGC 1792
V   W   T   P   T   F   W   P   I   H   T   A   F   G   R   E   Y   L   T   L     580
GTC TGG ACG CCC ACC TTC TGG CCC ATT CAC ACG GCC TTC GGG AGG GAG TAC CTC ACC TTG   1852
D   I   N   S   T   A   T   G   Q   G   P   R   L   K   Q C   A   F   W   K     600
GAC ATC AAT TCC ACT GCG ACA GGA CAA GGG CCC AGA TTG AAG CAG TGT GCC TTT TGG AAA 1912
 K   Y   L   P   Q   L   Q   K   M   T   A   E   L   Q   N   T   Q   S   S   K     620
AAA TAT CTA CCT CAA CTC CAG AAG ATG ACC GCC GAG TTA CAA AAT ACC CAG TCG AGC AAG 1972
D C   V   S   L   G   I   S   I   S   S   S   W   Y   T   L   S   S   F   S     640
GAT TGC GTC AGC TTA GGA ATA TCC ATC AGT AGT TCG TGG TAC ACT CTC AGT TCC TTC TCC 2032
 I   T   L   L   G   I   G   W   K   R   Y   Q *                                 653
ATA ACA CTT TTG GGA ATT GGA TGG AAA CGC TAC CAG TAA  aagtagaagcttcttaaccacttccag 2098
gcttttagaaacaaaaaatcacttgaatgggactaaatggatttcaccagg                               2149
Figura 2.4.- Secuencia de cDNA y aminoacídica deducida de Ldace1 de L. decemlineata.
Los residuos del precursor se encuentran numerados a partir de la metionina inicial. La
secuencia de aminoácidos subrayada y en cursiva de la zona N-terminal indica el péptido señal
potencial. Los residuos en color indican los aminoácidos característicos que constituyen los
siguientes motivos: triada catalítica (S272(200), E398(327) y H512(440); en rojo), bolsillo acilo (W305(233),
F361(290) y F472(329); en verde), el sitio aniónico de unión a colina (W157(84); en azul) y el “oxianion
hole” (G191(118), G192(119), A273(201); en lavanda). El motivo característico FGESAG que rodea el
residuo S272(200) activo se indica con un subrayado punteado. Los residuos cisteína coloreados
en naranja constituyen 3 puentes disulfuro intramoleculares (C140(67)-C167(94), C326(254)-C339(265) y
C474(402)-C596(521)), mientras que el residuo cisteína coloreado en violeta (C622(537)) en la región C-
terminal contribuye a la dimerización intermolecular. El codón de parada está representado por
un asterisco.
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Figura 2.5.- Alineamiento de la región central de la secuencia aminoacídica deducida de
Ldace1 y Ldace2 con las aces  de B. germanica (Bgace1 y Bgace2; ABB89946 y
ABB89947), T. castaneum (Tcace1 y Tcace2; XP_973462 y XP_970774) y D. melanogaster
(Dmace2; NP_476953). El alineamiento de las secuencias se llevó a cabo mediante el
programa ClustalX. Los residuos conservados se representan con fondo negro o gris. Los
recuadros de color rojo indican los residuos que constituyen las triadas catalíticas. Los sitios
aniónicos de unión a colina se indican con un recuadro de color azul. Los residuos que
constituyen el bolsillo acilo se indican con recuadros de color verde. Los 3 puentes disulfuro
intramoleculares entre las cisteínas conservadas se indican con el color naranja. El recuadro
punteado representa la secuencia típica del dominio de inserción/deleción de las ace1 y ace2.
El recuadro amarillo indica la presencia de un residuo cisteína libre presente exclusivamente en
las AChE1 de insectos.
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2.2.2. CLONACIÓN DEL cDNA DE Ldace2 DE L. decemlineata
La clonación de Ldace2 de L. decemlineata se llevó a cabo mediante la técnica
de RT-PCR con oligonucleótidos basados en la secuencia de Ldace2 presente en la
base de datos Genbank (nº acceso: L41180; Zhu & Clark, 1995b).
El cDNA de Ldace2 que obtuvimos presenta un tamaño de 2318 nucleótidos
que le confiere una única pauta de lectura de 629 aminoácidos (Figura 2.6). Además,
se obtuvo una secuencia parcial de la región 5’ no traducida de 55 nucleótidos y de la
región 3’ no traducida de 373 nucleótidos.
La secuencia aminoacídica deducida es idéntica a la secuencia previamente
descrita, únicamente encontrándose trece sustituciones nucleotídicas sinónimas.
Además, no presenta ninguna de las mutaciones asociadas con la resistencia a
organofosforados y carbamatos descritas previamente en L. decemlineata (Zhu et al.,
1996; Zhu & Clark, 1997; Kim et al., 2006a); R30K y S291G relacionadas con resistencia
a organofosforados y carbamatos en las poblaciones AZ-R y BERTS-R, además de la
sustitución I392T que parece revertir la resistencia conferida por la sustitución S291G en
la población BERTS.
La secuencia aminoacídica de Ldace2 mostró el mayor grado de similitud con
las secuencias de AChE2 de T. castaneum (85%, similitud obtenida con Blast) y alta
similitud con secuencias de AChE2 de N. cincticeps (75%), H. assulta (71%), P.
xylostella (71%), B. mori (70%), C. pomonella (70%), B. germanica (68%) y Bemisia
tabaci (68%). Estas secuencias muestran la esperada conservación de los residuos
más importantes desde el punto de vista funcional de la enzima (Figura 2.5).
Por otra parte, LdAChE2 mostró una similitud de secuencia del 58% con la
AChE de D. melanogaster y del 40% con la AChE de T. californica, y similitud cruzada
del 39% con la AChE1 de T. castaneum y del 53% con la AChE1 de L. decemlineata
descrita en el apartado 2.2.1.
2.2.3. ANÁLISIS FILOGENÉTICO DE LAS ACETILCOLINESTERASAS DE L.
decemlineata
El análisis filogenético muestra que las secuencias aminoacídicas deducidas
de Ldace1 y Ldace2 se agrupan junto a secuencias de otros insectos
correspondientes a genes ace1 y ace2, respectivamente (Figura 2.7), más
concretamente con los genes ace1 y ace2 respectivos de T. castaneum.
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Ldace2
 M   G   Q   L   S   I       6
atcgccctttcgcggtctaatcaacaagttaggtgcgaggtgttactttctcaaa ATG GGC CAG CTT TCG ATC     73
 L   C   L   F   V   T   V   C   A   S   V   C   G   Y   S   W   P   S   D   E      26
CTG TGC TTG TTC GTG ACT GTG TGT GCC TCT GTG TGC GGA TAT TCC TGG CCA AGT GAC GAA    133
T   T   T   R   P   S   Q   F   K   D   F   H   T   D   P   L   V   V   E   T      46
ACT ACC ACA AGA CCC TCG CAA TTC AAA GAC TTC CAC ACG GAC CCT CTA GTC GTC GAA ACA   193
T   S   G   L   V   R   G   Y   S   K   T   V   L   G   R   E   V   H   V   F      66
ACC AGC GGG CTG GTT AGA GGA TAC TCG AAA ACA GTT CTG GGT AGG GAG GTG CAC GTC TTT    253
 T   G   I   P   F   A   K   P   P   I   E   Q   L   R   F   K   K   P  V   P      86
ACC GGA ATA CCT TTT GCC AAA CCC CCC ATA GAG CAG CTC AGA TTC AAA AAG CCC GTC CCC    313
 I   D   P   W   H   G   I   L   D   A   T   K   Q   P   N   S C   F   Q   E     106
ATT GAC CCT TGG CAC GGC ATC CTG GAC GCT ACA AAG CAG CCC AAT TCC TGC TTC CAG GAA    373
 R   Y   E   Y   F   P   G   F   E   G   E   E   M W   N   P   N   T   N   I     126
CGT TAC GAG TAC TTC CCG GGA TTC GAA GGG GAA GAA ATG TGG AAC CCC AAC ACG AAC ATT    433
 S   E   D C   L   Y   L   N   I   W   V   P   Q   R  L   R   I   R   H   H     146
TCA GAG GAT TGT CTC TAT CTC AAC ATC TGG GTT CCC CAG CGG TTG CGT ATC AGA CAT CAC    493
A   D   K   P   T   I   D   R   P   K   V   P   V   L   I   W   I   Y   G G     166
GCT GAC AAA CCT ACA ATT GAC AGA CCG AAA GTT CCC GTA CTT ATT TGG ATC TAC GGT GGA    553
G   Y   M   S   G   T   A   T   L   D   V   Y   D   A   D   I   I   A   A   T     186
GGT TAT ATG AGT GGT ACC GCA ACC TTG GAC GTT TAC GAC GCT GAT ATC ATC GCC GCT ACG    613
 S   D   V   I   V   A   S   M   Q   Y  R   L   G   S   F   G   F   L   Y   L     206
AGC GAC GTT ATA GTG GCT TCA ATG CAG TAT CGT TTG GGA TCC TTT GGT TTC CTC TAC CTC    673
N   R   Y   F   P   R   G   S   D   E   T   P   G   N   M   G   L   W   D   Q     226
AAC CGA TAT TTC CCT AGA GGA AGC GAT GAG ACT CCT GGT AAC ATG GGG CTC TGG GAT CAA    733
 I   L   A   I   R   W   I   K   D   N   A   A   A   F   G   G   D   P   D   L     246
ATT CTA GCT ATA CGT TGG ATC AAA GAC AAC GCT GCT GCA TTC GGG GGT GAC CCT GAT CTA    793
 I   T   L  F   G   E S A   G   G   G   S   I   S   I   H   L   I   S   P     266
ATA ACG CTC TTC GGT GAA TCT GCA GGA GGA GGA TCG ATT AGC ATC CAT CTG ATA AGC CCT    853
 V   T   K   G   L   V   R   R   G   I   M   Q   S   G   T   M   N   A   P W     286
GTC ACA AAA GGG CTC GTT CGC AGG GGT ATC ATG CAA TCG GGC ACC ATG AAC GCT CCG TGG    913
 S   Y   M   S   S   E   R   A   E   Q   I   G   K   I   L   I   Q D   C   G     306
AGC TAC ATG TCC AGT GAA CGC GCA GAA CAA ATC GGT AAA ATT CTC ATA CAG GAC TGT GGC    973
C   N  V   S   L   L   E   N   S   P   R   K   V   M   D C   M   R   A   V     326
TGC AAC GTT TCT CTT TTG GAA AAT AGT CCG CGT AAG GTG ATG GAC TGT ATG AGA GCA GTG   1033
 D   A   K   T   I   S   L   Q   Q   W   N   S   Y   S   G   I   L   G F   P     346
GAT GCT AAA ACA ATC TCG CTA CAA CAA TGG AAC TCC TAT TCC GGG ATT CTC GGT TTT CCT   1093
 S   T   P   T   I   E   G   V   L   L   P   K   H   P   M   D   M   L   A   E     366
TCT ACT CCC ACC ATC GAG GGG GTG CTA CTA CCC AAA CAT CCC ATG GAT ATG TTG GCT GAA  1153
 G   D   Y   E   D   M   E   I   L   L   G   S   N   H   D E   G   T   Y   F     386
GGA GAT TAC GAA GAT ATG GAA ATT CTG CTG GGG AGT AAT CAC GAT GAA GGA ACG TAT TTC   1213
 L   L   Y   D   F   I   D   F   F   E   K   D   G   P   S   F   L   Q  R   E     406
CTT CTA TAC GAT TTC ATC GAT TTC TTC GAG AAA GAC GGC CCT AGC TTT CTC CAG AGA GAG   1273
 K   Y   H   D   I   I   D   T   I   F   K   N   M   S   R   L   E   R   D   A     426
AAA TAT CAC GAT ATT ATC GAT ACG ATA TTC AAG AAT ATG AGT CGA CTC GAA CGT GAC GCC   1333
 I   V   F   Q   Y   T   N   W   E   H   V   H   D   G   Y   L   N   Q   K   M     446
ATC GTT TTC CAG TAT ACG AAT TGG GAG CAT GTA CAC GAT GGT TAT CTC AAT CAA AAA ATG   1393
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 I   G   D   V   V   G   D   Y   F F   V C   P   T   N   N   F   A   E   V     466
ATT GGA GAT GTT GTT GGT GAC TAC TTT TTC GTT TGT CCA ACG AAC AAT TTT GCT GAG GTT   1453
 A   A   D   R   G   M   K   V   F   Y   Y   Y   F   T   H   R   T   S   T   S     486
GCA GCC GAT AGA GGG ATG AAA GTT TTT TAT TAC TAT TTC ACC CAT AGG ACG AGC ACG TCG   1513
 S   W   G   E   W   M   G   V   I H   G   D   E   V   E   Y   V   F   G   H     506
TCA TGG GGG GAG TGG ATG GGG GTA ATA CAC GGA GAT GAA GTG GAA TAC GTG TTT GGC CAT   1573
 P   L   N   M   S   L   Q   F   N   S   R   E   R   E   L   S   L   K   I   M     526
CCT TTG AAC ATG TCT CTG CAG TTC AAC TCA AGA GAA AGG GAA CTC AGC CTT AAA ATA ATG   1633
Q   A   F   A   R   F   A   T   T   G   K   P   V   T   D   D   V   N   W   P     546
CAG GCA TTT GCA AGA TTT GCA ACC ACA GGA AAA CCC GTG ACT GAC GAC GTG AAC TGG CCG   1693
L   Y   T   K   D   Q   P   Q   Y   F   I   F   N   A   D   K   N   G   I   G     566
CTA TAC ACA AAG GAC CAG CCT CAG TAT TTT ATT TTC AAC GCA GAC AAA AAC GGA ATT GGT   1753
 K   G   P   R   A   T   A C   A   F   W   N   D   F   L   P   K   L   R   D     586
AAA GGA CCC CGA GCT ACG GCG TGC GCT TTC TGG AAC GAT TTC TTA CCG AAG CTT CGA GAT   1813
 N   S   G   S   E   E   A   P C   V   N   T   Y   L   S   K   I   R   S   S     606
AAT TCA GGT TCC GAG GAA GCT CCT TGT GTC AAC ACG TAT TTA AGC AAA ATC AGA TCT TCG   1873
 S   N   E   L   L   P   P   S   T   S   L   V   L   I   W   I   M   T   L   L     626
TCA AAT GAA CTA CTG CCC CCT TCA ACC TCT CTT GTC TTG ATA TGG ATC ATG ACA CTA CTT   1933
 N   A   L *                                                                     630
AAC GCT TTG TAG  atggaagaaaaccgttgttaatatgagagaaattgagaaaaatccacatcagaaatggaagct  2008
taccaatgaaacctataaatctgtgcttgtatgaatgtcgcatgctcgaaaaaatttcatgtatttgacctcgtataaat  2088
tcgtatacaaatatatacagggtcacttataaatcgtaattctaccctgtgcagctatttatactgagtcagtgacaatc  2168
atcaattgttctcaatatctcgtgatattcaggaataatcttatgttagaagtaagaaattgtgctgcattttttcgtgc  2248
atgtttttggaatcgaaattaatcttcagagaactatgtgttgagtttcatattcgattcaaggctcacc        2318
Figura 2.6.- Secuencia de cDNA y aminoacídica deducida de Ldace2 de L. decemlineata.
Los residuos del precursor se encuentran numerados a partir de la metionina inicial. La
secuencia de aminoácidos subrayada y en cursiva de la zona N-terminal indica el péptido señal
potencial. Los residuos en color indican los aminoácidos característicos que constituyen los
siguientes motivos: triada catalítica (S253(200), E382(327) y H496(440); en rojo), bolsillo acilo (W286(233),
F345(290) y F456(329); en verde), el sitio aniónico de unión a colina (W120(84); en azul) y el “oxianion
hole” (G166(118), G167(119), A254(201); en lavanda). El motivo característico FGESAG que rodea el
residuo S253(200) activo se indica con un subrayado punteado. Los residuos cisteína coloreados
en naranja constituyen 3 puentes disulfuro intramoleculares (C103(67)-C130(94), C307(254)-C322(265) y
C458(402)-C574(521)), mientras que el residuo cisteína coloreado en violeta (C595(537)) en la región C-
terminal contribuye a la dimerización intermolecular. El codón de parada está representado por
un asterisco.
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Figura 2.7.- Árbol Filogenético que muestra la posición de LdAChE1 y LdAChE2 con
respecto a otras AChEs de insectos, nemátodos y vertebrados. El análisis filogenético se
realizó utilizando la secuencia de aminoácidos deducida de Ldace1 y Ldace2 y secuencias de
AChE1 y AChE2 obtenidas de la base de datos GenBank: se utilizaron 16 secuencias de
AChE1 (Insectos AChE1) y 18 secuencias de AChE2 de insectos (Insectos AChE2), las
secuencias de las AChEs de C. elegans y, como grupo externo, se utilizó el grupo de
colinesterasas de vertebrados (Vertebrados ChE) (La correspondencia de especies y
secuencias puede encontrarse en el texto del apartado 2.1.4). El árbol filogenético fue obtenido
mediante el principio de máxima verosimilitud. LdAChE1 se representa en color rojo mientras
que LdAChE2 se representa en color azul. La longitud de las ramas es proporcional a la
divergencia de secuencia. La barra indica el valor de distancia filogenética. Se realizó un
análisis de 100 interacciones “bootstrap” de los datos, mostrándose los valores obtenidos en
los nodos de los grupos.
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2.2.4. ANÁLISIS COMPARATIVO DE LOS PATRONES DE EXPRESIÓN DE Ldace1
Y Ldace2 DE L. decemlineata
Una vez clonados los ortólogos de ace1 y ace2 en L. decemlineata, el siguiente
objetivo consistió en determinar qué gen ace se expresa de forma predominante en
esta especie. Para ello, se realizó un análisis comparativo de los niveles de expresión
de Ldace1 y Ldace2 de L. decemlineata en diferentes estadios de desarrollo y en
diferentes tejidos mediante PCR cuantitativa.
2.2.4.1. Patrón de expresión de Ldace1 y Ldace2 en embriones de L.
decemlineata
Se analizaron los niveles de expresión de Ldace1 y Ldace2 en embriones
completos de L. decemlineata. Los niveles de transcripción de Ldace1 fueron 5.3
veces mayores que los niveles de Ldace2 (Figura 2.8).
b
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Figura 2.8.- Niveles de expresión relativa de Ldace1 y Ldace2 en embriones de L.
decemlineata. Los niveles de expresión relativa de cada mRNA se calcularon utilizando el
método de cuantificación relativa 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001) normalizando
esos niveles con el gen de referencia β-tubulina. La figura representa la media y desviación
estándar de tres réplicas biológicas y tres réplicas experimentales. Las diferentes letras que
aparecen encima de las columnas indican diferencias significativas mediante un análisis de
ANOVA seguido por el Test de Rango Múltiple de Duncan (p < 0.05).
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2.2.4.2. Patrones de expresión de Ldace1 y Ldace2 durante el desarrollo larvario
de L. decemlineata
Se analizaron los patrones de expresión de Ldace1 y Ldace2 en individuos
completos de los 4 estadios larvarios de L. decemlineata. Los niveles de transcripción
de Ldace1 fueron 7.8, 11.1, 6.8 y 3.1 veces mayores que los niveles de Ldace2 en el
primer, segundo, tercer y cuarto estadio (L1, L2, L3 y L4), respectivamente (Figura
2.9).
Los niveles de expresión de Ldace2 se mantuvieron menores que los de
Ldace1, pero siguiendo un patrón de expresión más constantes en todos los estadios
larvarios. Por el contrario, los niveles de expresión de Ldace1 mostraron un patrón
descendente desde el primer estadio larvario (L1) hasta el tercer estadio larvario (L3).
En el cuarto y último estadio larvario (L4), los niveles de expresión relativa
Ldace1:Ldace2 fueron similares a los que se pudieron observar en cabeza y ganglios
torácicos de insectos adultos (Figura 2.10).
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Figura 2.9.- Niveles de expresión relativa de Ldace1 y Ldace2 en los 4 estadios larvarios
(L1, L2, L3 y L4) de L. decemlineata. Los niveles de expresión relativa de cada mRNA se
calcularon utilizando el método de cuantificación relativa 2-∆∆Ct (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl,
2001) normalizando esos niveles con el gen de referencia β-tubulina. La figura representa la
media y desviación estándar de tres réplicas biológicas y tres réplicas experimentales. Las
diferentes letras que aparecen encima de las columnas indican diferencias significativas
mediante un análisis de ANOVA seguido por el Test de Rango Múltiple de Duncan (p < 0.05).
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2.2.4.3. Patrones de expresión de Ldace1 y Ldace2 en el sistema nervioso de
individuos adultos
Se analizaron los patrones de expresión de Ldace1 y Ldace2 en cabeza y
ganglios torácicos de machos y hembras adultos de L. decemlineata. Las tasas
relativas de transcripción Ldace1:Ldace2 fueron de 3.3 veces en cabeza de machos y
hembras, y de 2.1 y 1.9 veces en ganglios torácicos de machos y hembras,
respectivamente (Figura 2.10). Por lo tanto, los niveles de transcripción de Ldace1
fueron mayores que los de Ldace2 en cabeza y ganglios torácicos, tejidos ambos ricos
en neuronas, tanto de machos como de hembras adultos de L. decemlineata.
Figura 2.10.- Niveles de expresión relativa de Ldace1 y Ldace2 en cabeza y ganglios
torácicos de machos y hembras adultos de L. decemlineata. Los niveles de expresión
relativa de cada mRNA se calcularon utilizando el método de cuantificación relativa 2-∆∆Ct (Livak
& Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001) normalizando esos niveles con el gen de referencia β-
tubulina. La figura representa la media y desviación estándar de tres réplicas biológicas y tres
réplicas experimentales. Las diferentes letras que aparecen encima de las columnas indican
diferencias significativas dentro de cada tejido utilizado (cabeza o ganlios torácicos) mediante
un análisis de ANOVA seguido por el Test de Rango Múltiple de Duncan (p < 0.05).
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En resumen, todos los datos obtenidos del análisis cuantitativo de los niveles
de expresión de Ldace1 y Ldace2 indican que el nivel de transcripción de Ldace1 fue
siempre mayor que el de Ldace2 (Figuras 2.8, 2.9 y 2.10), con independencia del
sexo, estadio de desarrollo y tejido analizado.
2.2.5. ANÁLISIS BIOQUÍMICO DE LA ACTIVIDAD AChE DE L. decemlineata
2.2.5.1. Actividad AChE en distintos tejidos y frente a diferentes sustratos
Se determinaron los niveles de actividad acetilcolinesterasa total en extractos
enzimáticos de cabeza y ganglios torácicos de insectos adultos de 7 días de edad,
mediante el método espectrofotométrico de Ellman, utilizando como sustrato ATChI.
Los extractos enzimáticos de cabeza mostraron unos niveles de actividad AChE (22.93
± 0.06 nmol sustrato hidrolizado * min-1 * mg prot-1) 5.8 veces menores que los
extractos enzimáticos de ganglios torácicos (133.47 ± 3.07 nmol sustrato hidrolizado *
min-1 * mg prot-1) (Figura 2.11).
Figura 2.11.- Actividad AChE de extractos enzimáticos de pools de cabeza y de pools de
ganglios torácicos de L. decemlineata. Se obtuvieron extractos enzimáticos de pools de
cabezas y de pools de ganglios torácicos de insectos adultos de 7 días de edad. Se representa
la actividad específica AChE como nmol de sustrato hidrolizado * min-1 * mg prot-1 utilizándose
el coeficiente de extinción de Ellman (Є412= 1.36x104 M-1 cm-1) y como sustrato acetiltiocolina
iodada (ATChI). Se utilizaron blancos para estimar la hidrólisis espontánea de sustrato. La
figura representa la media y desviación estándar de tres réplicas biológicas.
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En paralelo, se determinó la actividad frente a otros sustratos (BuTChI y
PrTChI) de los extractos enzimáticos de cabezas de insectos adultos de 7 días de
edad. La actividad hidrolítica obtenida con el uso de PrTChI y BuTChI como sustratos
se redujo hasta 12.28 ± 0.49 nmol sustrato hidrolizado * min-1 * mg prot-1 y 2.74 ± 0.79
nmol sustrato hidrolizado * min-1 * mg prot-1, respectivamente. De este modo, la
actividad relativa PrTChI:ATChI fue de 0.54 y la actividad relativa BuTChI:ATChI fue
de 0.12 (Figura 2.12).
Para confirmar que la actividad enzimática detectaba en los extractos se debía
mayoritariamente a la acción de AChEs y no a otros tipos de esterasas, se determinó
la actividad residual de hidrólisis de ATChI tras la inhibición con eserina (10-5 M)
(Figura 2.12), descrito previamente como inhibidor específico de la actividad AChE en
otros insectos (Toutant, 1988). La inhibición fue cercana al 97% (actividad: 0.73 ± 0.38
nmol sustrato hidrolizado * min-1 * mg prot-1), lo que confirmó, junto a la baja actividad
frente a BuTChI, que la actividad enzimática detectada en L. decemlineata se debe a
la acción específica de AChEs.
Figura 2.12.- Actividad AChE de extractos enzimáticos de L. decemlineata frente a
diferentes sustratos. Se obtuvieron extractos enzimáticos de pools de cabezas de insectos
adultos de 7 días de edad. Se representa la actividad específica AChE como nmol sustrato
hidrolizado * min-1 * mg prot-1 utilizándose el coeficiente de extinción de Ellman (Є412= 1.36x104
M-1 cm-1) y como sustrato acetiltiocolina iodada (ATChI), S-butiriltiocolina iodada (BuTChI) y
propioniltiocolina iodada (PrTChI). Además, se utilizó eserina (10-5 M) como inhibidor específico
de la actividad AChE. Se utilizaron blancos para estimar la hidrólisis espontánea de sustrato.
La figura representa la media y desviación estándar de tres réplicas biológicas.
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2.2.5.2. Determinación del Patrón Isoenzimático de LdAChE
La existencia de distintas formas moleculares de las LdAChEs se examinó
mediante zimogramas, obteniéndose el patrón isoenzimático de las LdAChEs
presentes en extractos de ganglios torácicos de insectos adultos de 7 días de edad. La
elección de los ganglios torácicos se debió a la mayor resolución de los zimogramas
realizados con los extractos enzimáticos de este tejido respecto a los de cabeza, muy
probablemente debido a que presentan una mayor actividad AChE. Los zimogramas
se revelaron utilizando como sustratos ATChI, PrTChI y BuTChI, a una concentración
de 10-3 M, sin observarse un patrón enzimático diferencial entre ellos.
La actividad AChE de los ganglios torácicos de L. decemlineata mostró un
patrón de migración distinto al observado en C. pipiens (Bourguet et al., 1996) y en B.
germanica (Kim et al., 2006b), en los que aparecen 4 bandas. Se observaron dos
bandas correspondientes a una forma mayoritaria (responsable del 80-90% de la
actividad AChE total detectada) con migración más lenta, y a una forma minoritaria con
migración más rápida (Figura 2.14, -PIPLC).
Figura 2.14.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes
(zimograma) de extractos enzimáticos de los ganglios torácicos de hembras adultas de
L. decemlineata (Ld). Se cargó 7.5 μg de proteína de extracto enzimático de ganglio torácico
de L. decemlineata. El gel fue teñido por actividad mediante el método de Karnowsky y Roots
(1964) usando como sustrato ATChI, observándose así el patrón isoenzimático de las
LdAChEs. Las muestras de L. decemlineata se dividieron en 2 lotes, uno no tratado con PIPLC
(-PIPLC) y otro tratado con PIPLC (+PIPLC).
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Con la finalidad de identificar las formas moleculares observadas, se realizó un
tratamiento con PIPLC a los extractos enzimáticos previo a la separación en gel, con
objeto de romper la unión de LdAChE con el glicolípido al que va unido en las formas
anfifílicas. Este tratamiento que convierte la forma anfifílica en hidrofílica hizo
desaparecer la banda superior a la vez que la banda inferior aumentó en intensidad,
pasando de detectarse dos bandas a una única. Este resultado confirma la presencia
de al menos una forma anfifílica y una hidrofílica de AChE en L. decemlineata (Figura
2.14, +PIPLC).
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2.3 DISCUSIÓN
2.3.1. En L. decemlineata existen dos genes ace: Ldace1 y Ldace2
En este estudio, se ha descrito la existencia de 2 genes ace en L.
decemlineata: Ldace1 y Ldace2. El gen Ldace2 corresponde al gen ace previamente
descrito en L. decemlineata por Zhu & Clark (1995b; nº acceso Genbank: L41180). Sin
embargo, se describe por primera vez la existencia de un gen ace1 en L.
decemlineata.
El gen Ldace1 presenta una alta similitud de secuencia con los genes ace1
conocidos en otras especies de insectos. Además, la secuencia aminoacídica
deducida de Ldace1 muestra todas las características típicas de una AChE, lo que
sugiere que este gen codifica una AChE funcionalmente activa.
El árbol filogenético obtenido del alineamiento de distintas secuencias
aminoacídicas de AChEs de insectos muestra un agrupamiento significativo de
LdAChE1 con otras AChE1 y, particularmente, con la AChE1 del coleóptero T.
castaneum (Genome Project; http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/tribolium/). Tal y
como se había sugerido con anterioridad (Weill et al., 2002), nuestros datos indican
que es probable que los insectos del orden Coleoptera presenten dos genes ace al
igual que sucede en otros órdenes de insectos. De hecho, secuencias nucleotídicas
correspondientes al gen ace1 han sido identificadas también en el coleóptero A.
diaperinus (Kozaki et al., 2008).
Dado que Ldace1 no presenta ninguna de las mutaciones asociadas con la
resistencia a organofosforados y carbamatos descritas previamente en los genes ace1
de diversos insectos (Kono & Tomita, 2006), se puede concluir que el gen Ldace1
clonado en este estudio codifica una acetilcolinesterasa sensible, como cabría esperar
de una población susceptible.
La filogenia de los genes ace dentro del reino animal revela que varias
duplicaciones ocurrieron en diferentes etapas de la evolución y en diferentes grupos
(Weill et al., 2002), siendo uno de los ejemplos mejor estudiados el del nemátodo C.
elegans, en el que se han identificado 4 genes ace (Combes et al., 2000). Estas
duplicaciones ofrecen potencial para la diferenciación de los productos proteicos de los
genes ace en diversas funciones fisiológicas. En vertebrados, la AChE tiene otras
funciones además de la hidrólisis de neurotransmisor en las sinapsis colinérgicas
(Massoulie et al., 1993). Sin embargo, el conocimiento del papel no colinérgico de los
genes ace en insectos es bastante limitado. En insectos, existen informes de actividad
AChE, como en Pieris brassicae (Arpagaus & Toutant, 1985), e informes de
expression génica de genes ace, como en B. germanica (Mizuno et al., 2007), en
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tejidos que no forman parte del sistema nervioso, lo que implica una posible función no
colinérgica secundaria o suplementaria de AChE.
2.3.2. Los niveles de expresión de Ldace1 son mayores que los de Ldace2
Los patrones de expresión en diferentes tejidos y en los distintos estadios de
desarrollo analizados, sugieren que Ldace1 codifica la AChE mayoritaria ya que
presenta mayores niveles de transcripción que Ldace2 en todos los casos estudiados.
Además, nuestros resultados indican que tanto Ldace1 como Ldace2 no presentan
funciones biológicas adscritas a etapas de desarrollo específicas, sino que más bien
sus funciones se desarrollarían a lo largo de todo el ciclo vital de L. decemlineata.
Las tasas de transcripción ace1:ace2 se han examinado en partes ricas en
tejido nervioso de varios insectos; en cabeza de P. xylostella la relación ace1:ace2 es
de 100 a 220 veces (Baek et al., 2005), de 6 a 7 veces en cabeza de H. assulta (Lee et
al., 2006) y de 23 a 36 veces en ganglios torácicos de B. germanica (Kim et al., 2006b).
Aunque estas tasas varían entre insectos, incluyendo L. decemlineata donde la
relación Ldace1:Ldace2 en adultos es de 3.3 veces en cabeza y de 2 veces en
ganglios torácicos, los niveles de transcripción de ace1 se pueden definir como
superiores a los de ace2 en los tejidos ricos en neuronas. Los mayores niveles de
expresión de Ldace1 en las partes del insecto con mayor abundancia de tejido
neuronal, como son cabeza y ganglios torácicos de insectos adultos, sugiere que la
AChE codificada por Ldace1 contribuye mayoritariamente a la terminación de la
transmisión sináptica de tipo colinérgico. De este modo, la LdAChE1 podría
desempeñar una función esencial en el sistema nervioso de L. decemlineata.
Por el contrario, los niveles generales de transcripción de Ldace2 fueron
menores que los de Ldace1 con independencia del tejido del insecto y de su estadio
de desarrollo. La expresión minoritaria de Ldace2 podría indicar que el producto de
este gen presenta funciones suplementarias a las de transmisión del impulso nervioso
o bien que Ldace2 se expresa en un conjunto limitado de células nerviosas, tal y como
se ha descrito en B. germanica (Kim et al., 2006b). A pesar de que los niveles de
expresión de Ldace2 se mantuvieron por debajo de los de Ldace1 en todos los casos,
éstos siguieron un patrón de expresión más constante en todos los estadios larvarios,
lo que podría ser un indicador del desempeño de una función basal por parte de
LdAChE2.
De manera especialmente destacable, estos resultados arrojan serias dudas
sobre trabajos anteriores que asociaban resistencia a organofosforados y carbamatos
en L. decemlineata con la presencia de mutaciones en Ldace2 (Zhu et al., 1996; Kim
et al., 2006a), ya que este gen es el que se expresa de forma minoritaria en el tejido
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nervioso del insecto. Sería esperable que las mutaciones que afectaran a la
sensibilidad a insecticidas del insecto residieran en el gen Ldace1, por ser el que se
expresa más abundantemente en cabeza y ganglios torácicos de insectos adultos.
2.3.3. Caracterización bioquímica de la actividad AChE en L. decemlineata
Para entender las características específicas de la actividad AChE en L.
decemlineata se realizó un estudio bioquímico de la actividad enzimática total.
Dos de los criterios que han sido ampliamente aceptados para distinguir entre
la actividad AChE y la de otro tipo de esterasas son la baja especificidad de acción de
AChE sobre BuTChI y su sensibilidad a la inhibición por eserina (Toutant, 1989). Los
resultados de especificidad a sustratos y de inhibición por eserina indican que la
actividad enzimática detectada en los extractos de L. decemlineata es específica de
una enzima que presenta las características bioquímicas descritas previamente en las
AChEs de insectos.
Los mayores niveles de actividad AChE específica encontrados en los
extractos enzimáticos de ganglios torácicos frente a los de cabeza, en donde existen
otros tipos de tejidos además del nervioso, sugiere que esta actividad enzimática se
localiza mayoritariamente en el sistema nervioso del insecto, muy probablemente
involucrada principalmente en la transmisión sináptica colinérgica de L. decemlineata.
Los datos de varias especies de insectos, así como de vertebrados, sugieren
que las AChEs son generalmente altamente eficientes en la cinética de hidrólisis
(Gnagey et al., 1987; Devonshire et al., 1998; Chen et al., 2001). Los bajos niveles de
actividad AChE encontrados en los extractos enzimáticos de cabeza en este estudio
podría asemejarse a lo observado previamente en L. decemlineata (Zhu & Clark,
1994), donde se purificó y caracterizó una enzima AChE cuya actividad específica fue
10 veces menor que la de la AChE purificada de cabeza de D. melanogaster (Gnagey
et al., 1987). De este modo, parece confirmarse la idea de que los niveles de actividad
AChE parecen estar correlacionados con el comportamiento del insecto, detectándose
una actividad alta en el cerebro de las abejas, en los ganglios ventrales de las
cucarachas y en dípteros, pero menor en hemípteros, coleópteros y lepidópteros,
pudiendo llegar a ser el rango de variación en actividades específicas probablemente
mayor de 20 veces (Toutant, 1989).
2.3.3.1. Zimogramas: Patrón isoenzimático de la actividad AChE
En este estudio se muestran por primera vez el patrón isoenzimático de la
actividad AChE de tejidos de L. decemlineata. Con anterioridad sólo se habían llevado
a cabo zimogramas a partir de enzima purificada (Zhu  & Clark, 1994).
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Se constató mediante zimogramas la presencia en L. decemlineata de dos
bandas con actividad AChE; siendo mayoritaria la de migración más lenta. Las dos
bandas parecen corresponder a la misma enzima en sus formas anfifílica e hidrofílica,
ya que el tratamiento con PIPLC hace desaparecer la banda mayoritaria para dar lugar
a una única banda con el mismo peso molecular que la forma minoritaria. De este
modo, la forma molecular mayoritaria sería una forma anfifílica de LdAChE que va
unida a un glicolípido, mientras que la forma minoritaria es identificada como una
forma hidrofílica. Estos datos concuerdan con los de otras especies de insectos en los
que la forma anfifílica es la forma mayoritaria de AChE (Toutant et al., 1988; Fournier
et al., 1993), pero tanto ésta como la hidrofílica parecen existir como formas nativas en
L. decemlineata.
Por otra parte, los datos obtenidos en L. decemlineata contrastan con los de
otras especies que presentan también dos genes ace como C. pipiens (Bourguet et al.,
1996) y B. germanica (Kim et al., 2006b), en las cuales se observa un patrón
isoenzimático de cuatro bandas con actividad AChE en zimogramas. Debido a que
Ldace1 presenta mayores niveles de expresión en todos los estadios de desarrollo de
L. decemlineata, es posible que las bandas observadas correspondan a Ias formas
anfifílica e hidrofílica de LdAChE1; es decir, Ldace1 codificaría la AChE principal y la
única detectable mediante zimogramas. Sin embargo, no puede descartarse que las
formas anfifílica e hidrofílica observadas correspondan a una mezcla de actividades
enzimática LdAChE1 y LdAChE2, que, al contrario de lo que ocurre en otros insectos,
no se resuelvan en sendas bandas.
Nuestros resultados subrayan el hecho de que las extrapolaciones derivadas
de estudios en Drosophila deben ser hechas con precaución, ya que el gen Dmace2
de Drosophila no es representativo ni de todos los dípteros ni de la clase de los
insectos. La disponibilidad de secuencias adicionales de ace1 y ace2 de varios
órdenes de insectos, al igual que el estudio comparativo de sus propiedades
bioquímicas y fisiológicas, son necesarios para entender las características específicas
de las proteínas AChE y su implicación en la transmisión sináptica. Debido a la
relativamente alta divergencia entre los genes ace1 y ace2, es particularmente
importante conocer cual de los dos es el que contribuye de forma mayoritaria a la
actividad AChE y cual determina principalmente la sensibilidad a insecticidas, con
objeto de diseñar nuevos insecticidas, mejorar el control de plagas y superar los
problemas de resistencia. Es necesario, en definitiva, el aporte de evidencias que
permitan determinar de manera inequívoca la contribución exacta de ace1 y ace2 a la
actividad AChE.
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3. ANÁLISIS DE LA CONTRIBUCIÓN DE ace1 Y
ace2 A LA SUPERVIVENCIA Y A LA
SUSCEPTIBILIDAD FRENTE A INSECTICIDAS
“We hope that, when the
insects take over the
world, they’ll remember
with gratitude how we
took them along on all
our picnics.”
B. Vaughan
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n el escarabajo de la patata, Leptinotarsa decemlineata (Say), hemos
descrito la existencia de dos genes ace (Ldace1 y Ldace2; capítulo 2).
La identificación en esta especie de un segundo gen ace, Ldace1, cuyos
niveles de expresión son superiores a los del gen Ldace2 (capítulo 2), así como las
evidencias hasta ahora existentes sobre el posible papel esencial de AChE1 en la
resistencia a organofosforados y carbamatos en los insectos que poseen ambos genes
(Kono & Tomita, 2006), han suscitado dudas sobre la relación directa de las
mutaciones encontradas en Ldace2 y la insensibilidad a insecticidas (Weill et al.,
2002).
La cucaracha Blattella germanica (L.) es una de las plagas domésticas más
importantes a nivel mundial. En los últimos 60 años los insecticidas han resultado ser
el único método de control efectivo de esta especie, y la resistencia se ha convertido
en la principal causa de los fracasos en su contención (Siegfried & Scott, 1992). En B.
germanica se han identificado recientemente 2 genes ace (Bgace1 y Bgace2; Kim et
al., 2006b). El nivel de expresión de Bgace1 es mayor que el de Bgace2, y su transcrito
está mayoritariamente localizado en los tejidos nerviosos encontrándose ampliamente
distribuido en la mayoría de neuronas.
A pesar de que la expresión génica diferencial de ace1 y ace2, tanto en B.
germanica como en L. decemlineata, sugiere que las dos enzimas, AChE1 y AChE2,
presentan una diferenciación funcional, su contribución relativa a la actividad AChE,
así como a otras posibles funciones no colinérgicas, continúa siendo desconocida. Es
particularmente importante conocer cual de las dos AChE es la que contribuye de
forma mayoritaria a la actividad enzimática y cual determina principalmente la
sensibilidad a insecticidas. En definitiva, el conocimiento de las funciones de cada
enzima AChE presente en insectos es fundamental para el diseño de nuevos
insecticidas, mejorar el control de plagas y superar los problemas de resistencia.
Los estudios de funcionalidad génica basados en aproximaciones de pérdida
de función en insectos no drosofílidos se han visto obstaculizados tradicionalmente
debido a la imposibilidad de manipulación genética directa. Sin embargo, una
aproximación actual para la determinación de la función de genes en organismos que
no se pueden modificar genéticamente de forma estable, como es el caso de L.
decemlineata y de B. germanica, consiste en el silenciamiento de transcritos mediante
el mecanismo de interferencia por RNA (RNAi). En los últimos años la técnica de RNAi
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ha sido aplicada no sólo en organismos modelo como Drosophila melanogaster
(Kennerdell & Carthrew, 2000) o Caenorhabditis elegans (Montgomery et al., 1998),
sino también en organismos como Periplaneta americana (Marie et al., 2000),
Anopheles gambiae (Blandin et al., 2002) o Aedes aegypti (Shin et al., 2003), entre
otros. En B. germanica existen referencias recientes de utilización con éxito de la
técnica de RNAi (Ciudad et al., 2006; Maestro & Bellés, 2006; Cruz et al., 2006; Martín
et al., 2006; Cruz et al., 2007; Mané-Padrós et al., 2008). Por su parte, en L.
decemlineata no existen referencias del empleo de la técnica de RNAi, sin embargo, sí
ha sido aplicada con éxito en otro coleóptero, Tribolium castaneum (Bucher et al.,
2002; Tomoyasu & Denell, 2004).
La utilización de la técnica de RNAi puede ser útil para el estudio de la
diferenciación funcional de las dos AChEs, pudiendo proporcionar nuevos datos de la
importancia biológica y evolutiva de un evento de duplicación antiguo presente en la
mayoría de insectos (Huchard et al., 2006).
El principal objetivo de este capítulo fue la determinación del grado de
contribución de las dos AChEs presentes en L. decemlineata (LdAChE1 y LdAChE2)  y
en B.germanica (BgAChE1 y BgAChE2) a la actividad AChE del insecto. Ello se
realizó mediante RNAi dirigido frente a cada uno de los genes ace (ace1 y ace2), con
la intención de analizar la implicación de AChE1 y AChE2 en la supervivencia del
insecto y en la susceptibilidad frente a insecticidas.
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3.1. Análisis comparativo de Ldace1 y Ldace2 de
Leptinotarsa decemlineata mediante RNAi
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3.1.1 MATERIAL Y MÉTODOS
3.1.1.1. INTERFERENCIA POR RNA (RNAi)
3.1.1.1.1. Obtención de dsRNA
3.1.1.1.1.1. PCR con oligonucleótidos T7
Con objeto de obtener DNA molde para la síntesis de los correspondientes
dsRNAs, se realizó una PCR con oligonucleótidos específicos que además contenían
la secuencia del promotor de la T7 RNA polimerasa en sus extremos 5’:
Tabla 3.1. Oligonucleótidos T7 Ldace1 y Ldace2
Fragmento amplificado
Molde NombreOligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’) Tamaño Posición*
F_Ldace1 T7 **CGAGTTGGCCCACAGATATT
Ldace1
R_ Ldace1 T7 **TAGCGTTTCCATCCAATTCC
522 pb 1431/1952
F_ Ldace2 T7 **AAGACGGCCCTAGCTTTCTC
Ldace2
R_ Ldace2 T7 **GTAGCTCGGGGTCCTTTACC
526 pb 1190/1715
F_ GFP T7 **AGTGGAGAGGGTGAAGGTG
GFP
R_GFP T7 **AAAGGGCAGATTGTGTGGAC
535 pb 91/625
* Respecto al inicio de traducción      ** Promotor T7 RNA Polimerasa: taatacgactcactataggg
Se utilizó como molde para la reacción DNA plasmídico purificado que contenía
los clones completos de Ldace1 y Ldace2, descritos en los apartados 2.1.3.1.6 y
2.1.3.2, respectivamente. Para la obtención de un dsRNA control se empleó un clon
completo de la GFP (Green Fluorescent Protein).
Las reacciones de PCR se efectuaron con la AmpliTaq Gold DNA Polymerase
(Applied Biosystems) y las siguientes condiciones:
95ºC 5 min
95ºC 15 seg
60ºC 30 seg       x5
72ºC 40 seg
95ºC 15 seg
62ºC 30 seg       x30
72ºC 40 seg
72ºC 7 min
1X GeneAmp PCR Gold Buffer
1.5 mM MgCl2
200 µM de cada dNTP
200 nM de cada oligonucleótido
2 µL cDNA dilución 1:200
0.4 µL AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 u/µL)
Volumen final de 25 µL en agua Milli-Q
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Los fragmentos generados por PCR se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa y fueron extraídos del gel mediante las columnas Ultrafree-DA para,
posteriormente, ser purificados mediante una extracción estándar con fenol-cloroformo
y precipitación con etanol en presencia de AcNa 0.3 M (pH 5.2).
3.1.1.1.1.2. Síntesis de dsRNA
La síntesis de dsRNA se llevó a cabo mediante transcripciones, para las que se
utilizó la T7 RNA Polymerase (Promega), y posterior anillamiento del RNA de cadena
sencilla (ssRNA).
Procedimiento:
1. Las reacciones de síntesis de RNA de cadena sencilla (ssRNA) se realizaron
en un volumen final de 50 µL:
10 µg fragmento PCR purificado
5 µL 10x Transcription Buffer (Roche)
1 µL RNAsin Ribonuclease Inhibitor (40 u/µL; Promega)
10 µL rNTP 10 mM c/u
3 µL T7 RNA Polymerase (20 u/µL; Roche)
2. Incubar 5 h a 37ºC. A las 2 h de reacción se procedió a verificar el correcto
funcionamiento de las reacciones mediante electroforesis en gel de agarosa de
0.5 µL de cada reacción.
3. Realizar un tratamiento con DNasa para eliminar el DNA plasmídico
añadiendo a la reacción de transcripción 5 µL DNase I, RNase-free (1 u/µL;
Roche).
Incubar 30 min a 37ºC.
4. Juntar dos reacciones de transcripción.
5. Incubar en un baño a 95ºC durante 10 min.
6. Dejar que la temperatura disminuya progresivamente hasta la temperatura
ambiente, permitiendo así la hibridación de las cadenas complementarias de
ssRNA.
7. Purificar mediante una extracción estándar con fenol-cloroformo y precipitar
con etanol en presencia de AcNa 0.3 M (pH 5.2).
Resuspender el precipitado en 40 µL de agua Milli-Q tratada con DPEC.
3.1.1.1.2. Preparación e inyección del dsRNA
La concentración de dsRNA se determinó mediante lectura de la densidad
óptica en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). El
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dsRNA se diluyó en agua Milli-Q hasta obtener una concentración de 5 µg/µL (2.5
µg/µL de cada dsRNA en el tratamiento doble: dsLdace1+2).
Se inyectó 1 µL de dsRNA en insectos adultos recién emergidos directamente
en la cavidad abdominal, utilizando una jeringa HAMILTON de 10 µL. Como control se
inyectó 1 µL de dsRNA (5 µg/µL) homólogo a la secuencia de la GFP (dsControl). Los
tratamientos se realizaron sobre individuos anestesiados con hielo.
Se realizó un seguimiento periódico cada 24 horas de los insectos tratados,
anotándose la mortalidad. El criterio de mortalidad utilizado consistió en considerar
escarabajos muertos aquellos que no se movieron en absoluto cuando fueron tocados
con pinzas.
Los datos del bioensayo se ajustaron a una distribución normal (datos
transformados mediante el arcoseno de la raíz cuadrada) y las diferencias entre
medias fueron evaluadas mediante un test de ANOVA seguido por el test de Dunnet,
utilizando un 5% de nivel de significación.
3.1.1.2. ESTIMACIÓN DE LOS NIVELES DE mRNA DE Ldace1 Y Ldace2: RT-PCR
SEMICUANTITATIVA
Se analizaron mediante RT-PCR semicuantitativa los niveles de expresión de
Ldace1 y Ldace2 en cabeza 3 y 7 días después de la inyección de los dsRNAs. Esta
técnica se basa en la retrotranscripción de una cantidad constante de RNA en las
diferentes muestras, que servirá de molde para realizar una PCR con oligonucleótidos
específicos dentro del rango de amplificación lineal para cada uno de los transcritos,
permitiendo determinar la abundancia relativa de cada transcrito utilizando un control
interno para normalizar los niveles de expresión.
3.1.1.2.1. Extracción RNA
Se diseccionaron en solución salina Ringer cabezas de individuos de L.
decemlineata 3 y 7 días tras el tratamiento con dsRNA. Las cabezas fueron
congeladas en nitrógeno líquido inmediatamente tras la disección y almacenadas a
-80ºC hasta su uso.
Las extracciones de RNA se realizaron utilizando el RNeasy Mini Kit y se llevó
a cabo un tratamiento con DNasa en las muestras de RNA obtenidas utilizando para
ello el TURBO DNA-free Kit.
3.1.1.2.2. Retrotrascripción
A partir del RNA total tratado con DNasa se sintetizó cDNA mediante el iScript
cDNA Synthesis Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Se utilizó RNA total sin transcriptasa reversa (RT-) como control para garantizar
la ausencia de DNA genómico en las muestras.
3.1.1.2.3. PCR semicuantitativa
Las condiciones de PCR se ajustaron para la zona de amplificación lineal para
cada uno de los diferentes transcritos. Como control endógeno se cuantificaron los
niveles de β-tubulina.
Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de secuencias no solapantes con
los dsRNAs fueron:
Tabla 3.2. Oligonucleótidos sqRT-PCR
Molde NombreOligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
Tamaño fragmento
amplificado
F_Ldace1q_2 TCGGAGGTAATCCCAACAACA
Ldace1
R_Ldace1q_2 ATAGCGGCGAGAAGAGGTGAA
84 pb
F_Ldace2q TTTTCCTTCTACTCCCACCATC
Ldace2
R_Ldace2q TTCGTAATCTCCTTCAGCCAAC
79 pb
F_Ldtubq CAACTCCACTGCCATCCAA
Ldtubulina
R_Ldtubq CCATCTCGTCCATACCTTCC
113 pb
Las reacciones de PCR se efectuaron con la AmpliTaq Gold DNA Polymerase:
Ldtubulina
95ºC 5 min
95ºC 15 seg
62ºC 30 seg       x35
72ºC 20 seg
72ºC 7 min
Ldace1
95ºC 5 min
95ºC 15 seg
62ºC 30 seg       x36
72ºC 20 seg
72ºC 7 min
Ldace2
95ºC 5 min
95ºC 15 seg
62ºC 30 seg       x42
72ºC 20 seg
72ºC 7 min
Reacción de PCR:
1X GeneAmp PCR Gold Buffer
3 mM MgCl2
200 µM de cada dNTP
400 nM de cada oligonucleótido
1 µL cDNA (Dilución 1:3)
0.2 µL AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 u/µL)
Volumen final de 25 µL en agua Milli-Q
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3.1.1.3. ANÁLISIS BIOQUÍMICO DE LdAChEs
Se diseccionaron en solución salina Ringer cabezas o ganglios torácicos de
individuos de L. decemlineata 7 días tras el tratamiento con dsRNA. Los extractos
enzimáticos se obtuvieron como se describe en el apartado 2.1.6, determinándose la
concentración proteica según el método de Bradford (1976).
3.1.1.3.1. Ensayo de actividad AChE
La actividad AChE fue determinada mediante el método espectrofotométrico de
Ellman et al. (1961), utilizando el protocolo detallado en el apartado 2.1.6.1.
La actividad de los extractos enzimáticos de cabeza y de ganglios torácicos de
insectos interferidos fue medida utilizando como sustrato acetiltiocolina iodada
(ATChI). Se llevaron a cabo 3 réplicas biológicas y 3 experimentales, utilizándose
blancos para estimar la hidrólisis espontánea del sustrato.
La comparación de las actividades enzimáticas AChE se realizó mediante un
ANOVA seguido por el test de comparación múltiple de Student-Newman-Keuls (SNK).
Todos los datos se analizaron con un nivel de significación del 5%.
3.1.1.3.2. Zimogramas
Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones no
desnaturalizantes (PAGE nativo) tal y como se indica en el apartado 2.1.6.2.
El extracto enzimático fue preparado a partir de ganglios torácicos de
individuos interferidos de L. decemlineata. Muestras de estos extractos enzimáticos
(7.5 µg de proteína total) fueron sometidas a electroforesis a 200 V durante 3 horas en
cámara fría.
Tras la electroforesis, el gel fue teñido por actividad para visualizar el patrón
isoenzimático de LdAChE mediante el método de Karnowsky y Roots (1964) y las
bandas obtenidas se cuantificaron mediante análisis densitométrico (ver apartado
2.1.6.2).
3.1.1.4. APLICACIÓN TÓPICA DE INSECTICIDA: CLORPIRIFOS
Se realizaron aplicaciones tópicas de clorpirifos (Sigma-Aldrich) en adultos de
L. decemlineata 7 días después del tratamiento con dsRNA.
Individuos de L. decemlineata fueron anestesiados con hielo, tratados
tópicamente con una dosis de 1 µL de clorpirifos disuelto en acetona a una
concentración de 700 ng/µL, y colocados a una densidad de 10-12 insectos por placa
Petri (150x15 mm). Se utilizaron como controles individuos a los que sólo se aplicaba
acetona. El insecticida fue aplicado en la zona ventral del abdomen de los insectos.
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Se realizó un seguimiento periódico cada 12 horas de los insectos tratados,
anotándose la mortalidad. Se llevaron a cabo 6 réplicas que contenían 10-12 insectos
por tratamiento.
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3.1.2 RESULTADOS
3.1.2.1. EFECTO DE LA INYECCIÓN DE dsRNA SOBRE LOS NIVELES DE mRNA
DE Ldace1 Y Ldace2
Se seleccionaron para la síntesis de dsRNA regiones de Ldace1 y Ldace2
correspondientes a la zona 3’ codante (Figura 3.1), debido a la alta divergencia de
secuencia que presenta esta región, obteniéndose dsRNAs de una longitud de 522 y
526 nucleótidos para Ldace1 y Ldace2, respectivamente. La similitud de secuencia
entre dsLdace1 y su región homóloga en Ldace2 es del 50.7%, y entre dsLdace2 y su
región homóloga en Ldace1 es del 50.8%. Además, no se encontró similitud cruzada
de más de 12 nucleótidos consecutivos entre ambas secuencias.
La técnica de RNAi se llevó a cabo mediante la inyección intraabdominal de 5
μg de dsRNA, realizándose cuatro tratamientos distintos: dsLdace1, dsLdace2, ambos
dsRNAs (dsLdace1+2) o de dsControl (GFP), en adultos de L. decemlineata de 1 día
de edad. Inicialmente, se comprobó que la inyección de dsRNA homólogo a cada uno
de los dos genes ace conocidos en Leptinotarsa producía una disminución específica
de los niveles de mRNA diana, para lo cual se analizaron los niveles de expresión de
Ldace1 y Ldace2 en cabeza a 3 y 7 días post-inyección mediante RT-PCR
semicuantitativa.
La inyección intraabdominal de dsLdace1 y dsLdace2 produjo una acusada
reducción en cabeza de los niveles de transcrito Ldace1 y Ldace2, respectivamente,
tanto a 3 días como a 7 días tras la inyección, en comparación con los individuos
tratados con dsControl (Figura 3.2). Concretamente, a los 3 días tras la administración
de los dsRNAs, la reducción de mRNA fue de aproximadamente un 60% para Ldace1
y de un 80% para Ldace2, con los tratamientos dsLdace1 y dsLdace2,
respectivamente. En el caso del tratamiento conjunto con ambos dsRNAs
(dsLdace1+2), la disminución de los niveles de expresión de Ldace1 fue de un 35% y
en el caso de Ldace2 de un 80% (Figura 3.2.A). La reducción de los niveles de
transcrito se mantuvo al menos hasta 7 días después de la inyección, momento en el
que la disminución alcanzó valores cercanos al 100% con los tratamientos individuales
y al 80% en el tratamiento dsLdace1+2 para ambos mRNAs (Figura 3.2.B). El dsRNA
de Ldace1 no redujo los niveles de Ldace2, al igual que dsLdace2 tampoco redujo los
niveles de expresión de Ldace1, lo que indicó que el silenciamiento mediado por
ambos dsRNAs fue específico de secuencia.
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5’UTR 3’UTR
Ldace2
dsLdace2
W120                       S253                E382 H496
5’UTR 3’UTR
Ldace1
dsLdace1
W157                     S272                E398 H512
Figura 3.1.- Representación esquemática de Ldace1 y Ldace2 de L. decemlineata
mostrando las regiones en las que se sintetizó el dsRNA. El residuo triptófano (W84 en la
AChE de Torpedo californica) que forma parte del sitio aniónico de unión a colina se indica
rodeado por un óvalo, mientras que los residuos serina, aspartato e histidina (S200, E327 y H440
en la AChE de Torpedo californica), que conforman la triada catalítica se indican con un
recuadro. Junto a cada aminoácido se indica la posición que ocupa en LdAChE1 y LdAChE2.
Bajo cada representación esquemática se indican las regiones que fueron usadas para la
síntesis del dsRNA.
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Figura 3.2.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Ldace1, Ldace2 y de ambos
simultáneamente (Ldace1+2) en insectos adultos de L. decemlineata. Se inyectaron
dsRNAs de Ldace1 (dsLdace1), Ldace2 (dsLdace2), ambos (dsLdace1+2), o de una secuencia
de la GFP (dsControl) a individuos adultos de 1 día de edad. Se muestran los niveles de
expresión de Ldace1 y Ldace2 detectados por RT-PCR semicuantitativa en cabeza a los 3 (A)
o 7 (B) días del tratamiento con los dsRNAs. Los niveles de β-tubulina (Ldβ-Tubulina) se
utilizaron como referencia. Las membranas fueron analizadas mediante un densitómetro (Bio-
Rad GS-800 Calibrated Densitometer) cuantificando la intensidad de las bandas mediante el
programa Quantity One (Bio-Rad) y los niveles de expresión se relativizaron con uno de los
insectos control (RA: Cantidad relativa).Como control de contaminación de DNA genómico se
analizó en paralelo RNA total sin transcripción reversa (RT-). Las figuras son representativas de
tres réplicas.
dsControl dsLdace1 dsLdace2 dsLdace1+2
Ldβ-Tubulina
DÍA 3
Ldace1
RA
Ldace2
RA
RT-
1.00        0.95         0.37        0.41         1.01 1.01         0.67        0.65
1.00        1.13         1.17        1.15         0.26 0.19        0.21         0.09
dsControl dsLdace1 dsLdace2 dsLdace1+2
Ldβ-Tubulina
DÍA 7
Ldace1
RA
Ldace2
RA
RT-
1.00         0.93         0.03        0.03         0.92 0.93         0.21        0.20
1.00        0.96         0.85        0.95         0.02 0.09        0.22         0.21
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3.1.2.2. EFECTO DEL RNAi SOBRE LOS NIVELES DE ACTIVIDAD AChE
3.1.2.2.1. Efecto sobre la actividad AChE total
Se comprobó la posible alteración de los niveles de actividad AChE en los
insectos tratados con dsLdace1 o dsLdace2 como consecuencia de la reducción
específica de los niveles de mRNA. Para ello se determinaron los niveles de actividad
AChE total en cabeza y en ganglios torácicos de insectos controles e interferidos para
cada uno de los dos genes, 7 días después del tratamiento con dsRNA.
Los individuos interferidos tanto con dsLdace1 como con dsLdace2 presentaron
niveles de actividad AChE inferiores a los individuos control tanto en cabeza como en
ganglios torácicos (Figura 3.3). La actividad AChE en cabeza fue de 21.67 ± 0.25 nmol
min-1 mg prot-1 en insectos control, frente a una actividad de 11.55 ± 0.81 y de 18.73 ±
1.17 nmol min-1 mg prot-1 en insectos tratados con dsLdace1 o dsLdace2,
respectivamente. Por lo que respecta a ganglios torácicos, la actividad AChE en
insectos control fue de 142.24 ± 5.88 nmol min-1 mg prot-1 mientras que en insectos
tratados con dsLdace1 o dsLdace2 la actividad AChE se redujo hasta 71.84 ± 4.44 y
125.68 ± 2.10 nmol min-1 mg prot-1, respectivamente.
Por lo tanto, los insectos tratados con dsLdace1 presentaron una reducción en
la actividad AChE de un 46.7% en cabeza y de un 49.5% en ganglios torácicos,
mientras que los insectos tratados con dsLdace2 mostraron una reducción de actividad
AChE de un 13.6% en cabeza y de un 11.6% en ganglios torácicos respecto a los
mismos tejidos de insectos control. Además, se determinaron los niveles de actividad
AChE total en cabeza de insectos tratados con la mezcla de ambos dsRNAs
(dsLdace1+2), obteniéndose una actividad de 13.36 ± 1.29 nmol min-1 mg prot-1, lo que
representa una reducción de actividad del 38.3% respecto a los insectos control.
Todas las reducciones de actividad fueron estadísticamente significativas (test SNK,
p<0.05).
Análisis comparativo de ace1 y ace2 mediante RNAi
90
A
a b
c c
B
a
b
c
Figura 3.3.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Ldace1 y Ldace2 en la
actividad LdAChE de cabeza (A) y ganglios torácicos (B) de adultos de L. decemlineata.
Se inyectaron dsRNAs de Ldace1 (dsLdace1), Ldace2 (dsLdace2), ambos (dsLdace1+2), o de
una secuencia de la GFP (dsControl) a insectos adultos de 1 día de edad. Se representa la
actividad específica AChE como nmol min-1 mg prot-1 utilizándose el coeficiente de extinción de
Ellman (Є412= 1.36x104 M-1 cm-1) y como sustrato ATChI, en ganglios torácicos de insectos
interferidos y controles 7 días tras la aplicación de 5 μg de dsRNA. Se utilizaron blancos para
estimar la hidrólisis espontánea de sustrato. La figura representa la media y desviación
estándar de tres réplicas biológicas. Las diferentes letras que aparecen encima de las
columnas indican diferencias significativas entre tratamientos (test SNK, p < 0.05).
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3.1.2.2.2. Efecto sobre las distintas formas de LdAChE en zimogramas
Con el fin de evaluar el efecto del descenso de actividad AChE sobre las
distintas formas de esta enzima, se analizó mediante zimogramas el patrón
isoenzimático de las LdAChEs presentes en extractos enzimáticos de ganglios
torácicos de adultos de L. decemlineata, 7 días después de ser inyectadas con
dsLdace1, dsLdace2 o dsControl. Los zimogramas se revelaron utilizando ATChI, por
ser el sustrato frente al que los extractos enzimáticos presentaron mayor actividad
(Figura 2.12; apartado 2.2.5.1).
La actividad AChE de los ganglios torácicos de escarabajos tratados con
dsControl mostró un patrón de migración en el que se observaron dos bandas (Figura
3.4); una banda mayoritaria con migración más lenta y una banda minoritaria con
migración más rápida, que se han determinado previamente (apartado 2.2.5.3) como
una forma anfifílica e hidrofílica de LdAChE, respectivamente.
1
2
Figura 3.4.- Zimograma de extractos enzimáticos de los ganglios torácicos de adultos de
L. decemlineata (Ld) control e interferidos con dsLdace1 o dsLdace2. Se inyectaron
dsRNAs de Ldace1 (dsLdace1) y de Ldace2 (dsLdace2) o de una secuencia de la GFP
(dsControl) a insectos adultos de 1 día de edad. Se cargó 7.5 μg de proteína de extracto
enzimático de ganglio torácico de L. decemlineata en geles de poliacrilamida al 12% en
condiciones no desnaturalizantes (PAGE Nativo). El gel fue teñido por actividad mediante el
método de Karnowsky y Roots (1964) usando como sustrato ATChI, observándose así el
patrón isoenzimático de las LdAChEs.
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En los insectos tratados con dsLdace1 se observó, mediante análisis
densitométrico de los zimogramas, una bajada de actividad de similar intensidad en las
dos bandas detectadas. La reducción global en estos individuos fue de un 48%
respecto al de los insectos control (Tabla 3.3), resultado que es muy similar al
observado en la estimación de la actividad AChE para este tratamiento mediante el
método espectrofotométrico de Ellman (Figura 3.3). Por su parte, los insectos tratados
con dsLdace2 no mostraron alteraciones significativas en la intensidad del patrón
enzimático de sus LdAChEs.
Tabla 3.3. Porcentaje de intensidad de la señal de los perfiles completos y de las
bandas observadas en los zimogramas
dsLdace1 dsLdace2
Perfil Completo 52.13 ± 15.65 96.98 ± 0.09
Banda 1 50.46 ± 10.37 97.72 ± 1.00
Banda 2 42.30 ± 5.54 95.77 ± 6.13
La intensidad de señal fue cuantificada mediante densitómetro (Bio-Rad GS-800 Calibrated
Densitometer) con el programa Quantity One (Bio-Rad). Los datos que aparecen en la tabla
indican porcentajes relativos a la intensidad de señal estimada en los insectos inyectados
con dsControl. Los datos representan la media y desviación estándar de 2 réplicas
biológicas.
3.1.2.3. EFECTO DEL RNAi DE Ldace1 Y Ldace2 EN LA MORTALIDAD DE L.
decemlineata
La reducción en los niveles de expresión y actividad AChE en el sistema
nervioso de los individuos tratados con dsLdace1 o dsLdace2 podría tener como
resultado diferencias de supervivencia entre los insectos tratados y los insectos
control. Por ello, se realizó un nuevo experimiento con un número significativo de
adultos de L. decemlineata inyectados con dsLdace1 (n=63), dsLdace2 (n=63) o
dsControl (n=63), en 6 réplicas, anotándose durante 7 días la mortalidad observada en
periodos de 24 horas.
Los insectos tratados con dsLdace1 mostraron un incremento significativo de
mortalidad en relación con los individuos control (test Dunnet, p < 0.05), mientras que
los insectos tratados con dsLdace2 presentaron un menor incremento de mortalidad
que no fue estadísticamente significativo (Figura 3.5). La mortalidad acumulada tras 7
días del tratamiento con los dsRNAs fue del 14.3% para los insectos control, y del
50.8% y 28.6% para los insectos tratados con dsLdace1 o dsLdace2, respectivamente.
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Figura 3.5.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Ldace1 y Ldace2 en la
mortalidad de adultos de L. decemlineata. Se inyectaron 5 μg de dsRNA de Ldace1
(dsLdace1) y de Ldace2 (dsLdace2) o de una secuencia de la GFP (dsControl) a insectos
adultos de 1 día de edad. Se representa la mortalidad acumulada observada en individuos
interferidos y controles en periodos de 24 horas a partir de la aplicación del dsRNA. La figura
representa la media y, en su caso, la desviación estándar de 6 réplicas. El asterisco que
aparece en la parte superior de la columna correspondiente a Día 7 indica diferencias
significativas con el control (test Dunnet, p < 0.05).
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3.1.2.4. EFECTO DEL RNAi DE Ldace1 Y Ldace2 EN LA SUSCEPTIBILIDAD DE L.
decemlineata A CLORPIRIFOS
Para obtener una estimación de la importancia de las dos AChEs expresadas
en L. decemlineata como dianas de organofosforados, se realizaron aplicaciones
tópicas de clorpirifos en adultos supervivientes del anterior experimento, tras 7 días del
tratamiento con dsLdace1, dsLdace2 o dsControl, anotándose la mortalidad observada
en periodos de 12 horas. Además este estudio permitiría determinar un posible efecto
sinérgico de este tipo de insecticidas combinado con la interferencia por RNA.
En 6 réplicas con distintos grupos de individuos, 48 horas tras el tratamiento
con clorpirifos, los insectos tratados con dsLdace1 mostraron un incremento de
susceptibilidad reflejado en un aumento de la mortalidad (52%) respecto a los insectos
control (33%). Sin embargo, los insectos tratados con dsLdace2 presentaron niveles
de susceptibilidad a clorpirifos similares a los de individuos control (33%) (Figura 3.6).
Figura 3.6.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Ldace1 y Ldace2 en la
susceptibilidad de adultos de L. decemlineata a clorpirifos. Se inyectaron 5 μg de dsRNA
de Ldace1 (dsLdace1) y de Ldace2 (dsLdace2) o de una secuencia de la GFP (dsControl) a
insectos adultos de 1 día de edad. Se representa la mortalidad observada en individuos
interferidos y controles en periodos de 12 horas a partir de la aplicación tópica de una dosis de
700 ng/μL de clorpirifos, junto con las líneas de tendecia polinómica. La figura representa el
cómputo total de 6 réplicas.
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3.2. Análisis comparativo de Bgace1 y Bgace2 de
Blattella germanica mediante RNAi
Los resultados de este apartado han sido publicados en:
Insect Biochemistry and Molecular Biology
(Revuelta et al., 2009)
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3.2.1 MATERIAL Y MÉTODOS
3.2.1.1. INSECTOS
Para realizar los diferentes ensayos se utilizó una población de laboratorio de
Blattella germanica (Linnaeus) (Dictyoptera, Blattellidae) mantenida en condiciones
constantes de temperatura (30 ± 1ºC) y de humedad relativa (60-70 %), y en completa
oscuridad.
3.2.1.2. DISECCIÓN DE GANGLIOS TORÁCICOS
Las disecciones se realizaron en solución salina Ringer sobre especimenes
anestesiados con dióxido de carbono.
Para extraer los ganglios torácicos, se realizó el mismo procedimiento que se
explica en el apartado 2.1.2. Los ganglios torácicos se congelaron en nitrógeno líquido
inmediatamente tras la disección, y se almacenaron a -80ºC hasta su uso.
3.2.1.3. CLONACIÓN DE Bgace1 y Bgace2
Se amplificaron y clonaron las regiones de Bgace1 y Bgace2 que,
posteriormente, se utilizaron para la síntesis del dsRNA.
3.2.1.3.1. Extracción RNA
Cabezas de hembras adultas recién emergidas de B. germanica fueron
congeladas en nitrógeno líquido inmediatamente tras la disección y almacenadas a
-80ºC hasta su uso.
Las extracciones de RNA se realizaron utilizando el GenElute Mammalian Total
RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) y las muestras fueron posteriormente tratadas con
RQ1 RNase-Free DNase (Promega).
3.2.1.3.2. Retrotranscripción
A partir de 1 µg de RNA total tratado con DNasa se sintetizó cDNA que sirvió
como molde para la posterior amplificación por PCR.
Procedimiento:
1. Incubar las muestras durante 5 min a 75ºC para desnaturalizar el RNA.
2. Poner en hielo para evitar hibridaciones entre las cadenas del RNA.
3. Añadir los diferentes reactivos, a concentración final:
1X First-Strand Buffer
250 ng Random Primers (Promega)
500 µM de cada dNTP
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10 mM DTT
1 µL RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 u/µL; Promega)
4. Equilibrar la reacción durante 10 min a temperatura ambiente.
5. Añadir 200 u de SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen) o un
volumen equivalente de agua Milli-Q en los controles.
6. Incubar 50 min a 42ºC para que tenga lugar la retrotranscripción.
7. Incubar durante 10 min a 75ºC para detener la reacción.
8. Dejar equilibrar 5 min a temperatura ambiente.
9. Añadir 20 µL de TE (10 mM TRIS-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0).
3.2.1.3.3. PCR
Con el fin de amplificar una región del cDNA de Bgace1 y de Bgace2 de B.
germanica, se realizó una PCR con oligonucleótidos cuyo diseño estuvo basado en las
secuencias presentes en la base de datos Genbank de los 2 tipos de
acetilcolinesterasa a clonar: Bgace1 (nº acceso: DQ288249) y Bgace2 (nº acceso:
DQ288847).
Los oligonucleótidos utilizados fueron:
Tabla 3.4. Oligonucleótidos para la clonación de Bgace1 y Bgace2
Fragmento
amplificadoMolde NombreOligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
Tamaño Posición*
F_Bgace1 CACTGATCCCTTGAGAGATATTC
Bg_ace1
R_Bgace1 CCAGGAAAATCACCGAATACG
525 pb +48/+572
F_Bgace2 ACCGTGTGAGTAGCAGGTCG
Bg_ace2
R_Bgace2 ACGTACTCTTTGCGGCACCCA
538 pb -58/+480
* Respecto al inicio de traducción
Las reacciones de PCR se realizaron con AmpliTaq Gold DNA Polymerase.
Reacción de PCR:
1X GeneAmp PCR Gold Buffer
2 mM MgCl2
200 µM de cada dNTP
800 nM de cada oligonucleótido
2 µL cDNA
0.4 µL AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5u/µL)
Volumen final de 25 µL en agua Milli-Q
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Las condiciones de la PCR fueron las mismas en ambos casos:
95ºC 5 min
95ºC 15 seg
50ºC 15 seg      x40
72ºC 45 seg
72ºC 7 min
Los fragmentos de cDNA, purificados según 3.1.1.1.1.1., se clonaron en el
vector pGEM-T Easy entre los promotores T7 y SP6, siguiendo las instrucciones del
Kit pGEM-T Easy Vector System, y se purificó el DNA plasmídico tal y como se
describe en el apartado 2.1.3.1.4.
3.2.1.4. INTERFERENCIA POR RNA (RNAi)
3.2.1.4.1. Obtención de dsRNA
3.2.1.4.1.1. Linearización del DNA plasmídico
Para la síntesis de los correspondientes dsRNAs se partió de un fragmento
lineal de DNA que contenía, en un extremo, el promotor T7 o el promotor SP6, y un
extremo 5’ protuberante, en el otro. Para ello los plásmidos pGEM-T Easy que
contenían los insertos de Bgace1 y Bgace2 fueron sometidos a digestión durante toda
la noche a 37ºC con las enzimas de restricción SpeI (Fermentas), para la reacción con
T7 RNA polimerasa, y NcoI (Fermentas), para la reacción con SP6 RNA polimerasa.
NcoI está presente en las secuencias clonadas tanto de Bgace1 como de
Bgace2 por lo que el dsRNA obtenido fue de un tamaño final de 390 nucleótidos
(Posición respecto al inicio de traducción: +183/+572) para Bgace1 y 481 nucleótidos
(Posición respecto al inicio de traducción: -1/+480) para Bgace2.
Tras la digestión, los fragmentos se purificaron mediante una extracción
estándar con fenol-cloroformo y precipitación con etanol en presencia de AcNa 0.3 M
(pH 5.2). El precipitado se resuspendió en agua Milli-Q tratada con DPEC.
3.2.1.4.1.2. Síntesis de dsRNA
La síntesis de dsRNA se llevó a cabo según se detalla en el apartado
3.1.1.1.1.2 con ligeras modificaciones.
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Procedimiento:
1. Las reacciones de síntesis de ssRNA se realizaron de forma independiente.
En un volumen final de 50µL:
23 µL fragmento lineal de DNA plasmídico (20-30 µg)
10 µL Transcription Optimized 5X Buffer
4 µL 100 mM DTT
1 µL RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 u/µL)
10 µL rNTP 10 mM c/u
2 µL SP6 RNA Polymerase (15 u/µL) o T7 RNA Polymerase (20 u/µL)
2. Incubar 5 h a 37ºC. A las 2 h de reacción se procedió a verificar el correcto
funcionamiento de ambas reacciones mediante electroforesis en gel de
agarosa de 0.5 µL de cada reacción.
3. Juntar las dos reacciones de ssRNA (por SP6 RNA Polymerase y por T7
RNA Polymerase).
4. Incubar en un baño a 95ºC durante 10 min
5. Dejar que la temperatura disminuya progresivamente hasta la temperatura
ambiente, permitiendo así la hibridación de las cadenas complementarias de
ssRNA.
6. Purificar mediante una extracción estándar con fenol-cloroformo y precipitar
con etanol en presencia de AcNa 0.3 M (pH 5.2).
Resuspender el precipitado en 39.5 µL agua Milli-Q tratada con DPEC.
7. Realizar un tratamiento conjunto con DNasa y RNasaA para eliminar el DNA
plasmídico, así como el ssRNA que no ha hibridado correctamente, añadiendo
a las muestras de dsRNA:
5 µL 10X Reaction Buffer
5 µL RQ1 RNase-Free DNase (1 u/µL)
0.5 µL RNaseA (10 µg/µL; Sigma-Aldrich)
Incubar 15 min a 37ºC.
8. Purificar mediante una extracción estándar con fenol-cloroformo y precipitar
con etanol en presencia de AcNa 0.3 M (pH 5.2).
Resuspender el precipitado en 40 µL de agua Milli-Q tratada con DPEC.
3.2.1.4.2. Preparación e inyección del dsRNA
La concentración del dsRNA se determinó mediante lectura de la densidad
óptica en un espectrofotómetro Nanodrop ND-1000. El dsRNA se diluyó en agua Milli-
Q hasta obtener una concentración de 5 µg/µL (2.5 µg/µL de cada dsRNA en el doble
tratamiento: dsBgace1 + dsBgace2).
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Se inyectó 1 µL de dsRNA en hembras adultas recién emergidas directamente
en la cavidad abdominal del insecto, utilizando una jeringa HAMILTON de 10 µL. Los
tratamientos se realizaron sobre individuos anestesiados con dióxido de carbono.
Como control se inyectó 1 µL de dsRNA (5 µg/µL) homólogo a una secuencia
no codificante del vector pSTBlueI (dsControl) de 92 nucleótidos de longitud. Se
realizó un seguimiento periódico cada 24 horas de los insectos tratados, anotándose la
viabilidad.
3.2.1.5. ESTIMACIÓN DE LOS NIVELES DE mRNA DE Bgace1 Y Bgace2
Se analizaron los niveles de expresión de Bgace1 y Bgace2 en los ganglios
torácicos 3 y 7 días después de la inyección de los dsRNAs mediante RT-PCR
seguido de Southern Blot.
3.2.1.5.1. RT-PCR semicuantitativa
3.2.1.5.1.1. Extracción RNA
Se diseccionaron en solución salina Ringer los ganglios torácicos de hembras
de B. germanica 3 y 7 días tras el tratamiento con dsRNA.
Las extracciones de RNA se realizaron utilizando el GenElute Mammalian Total
RNA Miniprep Kit. Posteriormente, el RNA extraído de los ganglios torácicos de cada
individuo se liofilizó con el fin de poder concentrar las muestras.
El tratamiento con DNAsa se llevó a cabo en las muestras liofilizadas utilizando
la enzima RQ1 RNase-Free DNase.
3.2.1.5.1.2. Retrotranscripción
A partir del RNA total tratado con DNasa se sintetizó cDNA siguiendo el
procedimiento indicado en el apartado 3.2.1.3.2.
Se utilizó RNA total sin transcriptasa reversa (RT-) como control para confirmar
la  ausencia de DNA genómico en las muestras.
3.2.1.5.1.3. PCR semicuantitativa
La amplificación del transcrito silenciado se realizó mediante un oligonucleótido
contenido en el fragmento elegido para la obtención del dsRNA y otro externo. La
presencia de una diana para la enzima de restricción NcoI en la secuencia de los
insertos de Bgace1 y Bgace2 en pGEM-T Easy permitió el uso de los mismos
oligonucleótidos utilizados en la clonación de ambas acetilcolinesterasas para la
cuantificación de los niveles de cada uno de los mRNAs (Tabla 3.4). Como control
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interno se cuantificaron los niveles de Actina-5C, para lo cual se utilizaron los
siguientes oligonucleótidos:
Tabla 3.5. Oligonucleótidos para la sqRT-PCR
Molde NombreOligoncleótido Secuencia Oligonucleótido (5’→3’)
Tamaño fragmento
amplificado
F_Bgactina5c TCGTTCGTGACATCAAGGAGAAGCT
Bg_actina5c
R_Bgactina5c TGTCGGCAATTCCAGGGTACATGGT
308 pb
Las reacciones de PCR se realizaron con GoTaq DNA Polymerase (Promega).
Reacción de PCR:
1X Green GoTaq Reaction Buffer
1.5 mM MgCl2
200 µM de cada dNTP
200 nM oligonucleótido directo
200 nM oligonucleótido reverso
3 µL cDNA
1 unidad GoTaq DNA Polymerase (5 u/µL; Promega)
Volumen final de 25 µL en agua Milli-Q
Las condiciones de PCR se ajustaron para la zona de amplificación lineal para
cada uno de los diferentes transcritos.
Los protocolos térmicos para estas PCRs fueron:
Bgactina-5c
94ºC 2 min
94ºC 30 seg
68ºC 30 seg      x26
72ºC 30 seg
72ºC 7 min
Bgace1
94ºC 2 min
94ºC 30 seg
52ºC 30 seg      x24
72ºC 45 seg
72ºC 7 min
Bgace2
94ºC 2 min
94ºC 30 seg
54ºC 30 seg      x25
72ºC 45 seg
72ºC 7 min
3.2.1.5.2. Southern Blot
3.2.1.5.2.1. Marcaje de sondas con fluoresceína
Las sondas que se utilizaron en los Southern blot de las diferentes RT-PCRs,
se generaron mediante PCR, utilizando las diferentes parejas de oligonucleótidos
detalladas en el apartado 3.2.1.5.1.3, y como molde los correspondientes clones
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plasmídicos. Estas PCRs se purificaron utilizando el Kit GenElute PCR Clean-up
(Sigma-Aldrich), y a continuación se marcaron con fluoresceína siguiendo las
instrucciones del Gene Images Random Labelling Module (Amersham).
3.2.1.5.2.2. Electroforesis y transferencia del DNA
Las electroforesis de DNA se realizaron en geles de agarosa del 1.5 % (p/v).
En cada carril se cargó la cantidad adecuada de DNA procedente de la PCR
semicuantitativa.
Los geles se desnaturalizaron durante 30 min en una solución de
desnaturalización en agitación constante, y a continuación se neutralizaron otros 30
min en una solución de neutralización. Seguidamente, el DNA se transfirió durante
toda la noche a una membrana de nylon Hybond-N (Amersham) por capilaridad en una
solución SSC x10. Finalmente, el DNA se fijó a la membrana mediante irradiación con
luz ultravioleta (UVStratalinker 2400, Stratagene).
Solución de desnaturalización
NaCl 1.5 M
NaOH 0.5 M
Solución de neutralización
NaCl 1.5 M
TRIS-HCl (pH 7.2) 0.5 M
SSC x10
NaCl 1.5 M
Citrato sódico 150 mM
Ajustar a pH 7.0
3.2.1.5.2.3. Hibridación y detección
Las membranas, con el DNA fijado, se prehibridaron en una solución de
hibridación, durante 1 h a 42ºC en agitación constante.
Solución de hibridación
SSC 2x
SDS 0.1% (p/v)
Sulfato de dextrano 5% (p/v)
Solución de bloqueo 1/20
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Tras la prehibridación, se añadió la sonda correspondiente marcada con
fluoresceína y se dejó en agitación a 42ºC durante toda la noche.
Para detectar el marcaje se siguieron las instrucciones del Gene Images CDP-
Star Detection module (Amersham).
3.2.1.6. ANÁLISIS BIOQUÍMICO DE BgAChEs
Se diseccionaron en solución salina Ringer los ganglios torácicos de las
hembras de B. germanica, 7 días tras el tratamiento con dsRNA. Los extractos
enzimáticos se obtuvieron como se describe en el apartado 2.1.6, determinándose la
concentración proteica según el método de Bradford (1976).
3.2.1.6.1. Ensayo de actividad AChE
El efecto del silenciamiento por RNAi sobre la actividad enzimática AChE se
estimó en los ganglios torácicos de hembras adultas recién emergidas de
B.germanica inyectadas con 5 μg de dsBgace1, dsBgace2 o dsControl, 7 días
después del tratamiento con dsRNA.
La actividad AChE fue determinada mediante el método espectrofotométrico de
Ellman et al. (1961), utilizando el protocolo detallado en el apartado 2.1.6.1.
La actividad de los extractos enzimáticos fue medida utilizando como sustratos
acetiltiocolina iodada (ATChI), S-butiriltiocolina iodada (BuTChI) y propioniltiocolina
iodada (PrTChI) (Sigma-Aldrich). Además, se utilizó como inhibidor específico de la
actividad AChE, la eserina a una concentración de 10-5 M (Sigma-Aldrich).
Se llevaron a cabo 3 réplicas biológicas y 3 experimentales de cada ensayo
enzimático, utilizándose blancos para estimar la hidrólisis espontánea del sustrato.
Para los ensayos de inhibición, el extracto enzimático fue preincubado con
distintas concentraciones del insecticida clorpirifoxon (Dr. Ehrenstorfer GmbH) a 30ºC
durante 5 minutos previamente a la reacción con el sustrato.
En los ensayos de inhibición sobre individuos interferidos, se estimó el
porcentaje de inhibición teniendo en cuenta la actividad de los extractos con inhibidor
respecto a la actividad de los extractos en ausencia de inhibidor.
3.2.1.6.2. Zimogramas
El efecto del silenciamiento por RNAi sobre las distintas formas de BgAChEs
se estudió mediante zimogramas, analizando el patrón isoenzimático de las BgAChEs
presentes en extractos enzimáticos de ganglios torácicos de pools de 3 hembras
adultas de B. germanica, 7 días después de ser inyectadas con 5 μg dsBgace1,
dsBgace2 o dsControl.
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Se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (PAGE nativo) tal y como se indica en el apartado 2.1.6.2.
El extracto enzimático fue preparado como se indica en la sección 3.2.1.6. Las
muestras (5 µg de proteína total) fueron sometidas a electroforesis a 200 V durante 3
horas en cámara fría.
Las formas anfifílicas e hidrofílicas de ambas AChE se determinaron mediante
preincubación de 1 hora a 37ºC con 2 µL de fosfolipasa C específica para fosfatidil
inositol de Bacillus cereus a 0.065 u/µL (PIPLC).
Tras la electroforesis, el gel fue teñido para visualizar las bandas con actividad
AChE mediante el método de Karnowsky y Roots (1964).
3.2.1.7. APLICACIÓN TÓPICA DE INSECTICIDA
Se realizaron aplicaciones tópicas de clorpirifos y λ-cialotrina (Karate King©,
Syngenta) en hembras de B. germanica, 7 días tras el tratamiento con el dsRNA, para
determinar posibles alteraciones en la susceptibilidad del insecto a distintos tipos de
insecticida.
A B
Figura 3.7. Estructura química del Clorpirifos (A) y de la λ-Cialotrina (B).
Las hembras de B. germanica fueron anestesiadas mediante un flujo continuo
de dióxido de carbono y tratadas tópicamente con una dosis de 1 µL de insecticida
disuelto en acetona a una concentración de 270 ng/µL, en el caso del clorpirifos, y de
20 ng/µL, en el caso de la λ-cialotrina. Los individuos tratados se dispusieron a una
densidad de 9-11 individuos por placa Petri (150x15 mm). Se utilizaron como controles
individuos a los que sólo se aplicaba acetona. El insecticida fue aplicado en el dorso
del abdomen de los insectos tras cortar el extremo distal de las alas. Se llevaron a
cabo 4 y 3 réplicas que contenían entre 9-11 insectos por tratamiento para los ensayos
con clorpirifos y λ-cialotrina, respectivamente.
Se realizó un seguimiento periódico cada 12 horas de los insectos tratados,
anotándose la mortalidad. Las cucarachas que no se movieron en absoluto cuando
fueron tocadas con pinzas se consideraron muertas. Los datos del bioensayo se
ajustaron a una distribución normal (datos transformados mediante el arcoseno de la
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raíz cuadrada) y las diferencias entre medias fueron evaluadas mediante un test de
ANOVA seguido por el test de Dunnet, con un 5% de nivel de significación.
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3.2.2 RESULTADOS
3.2.2.1. EFECTO DE LA INYECCIÓN DE dsRNA SOBRE LOS NIVELES DE mRNA
DE Bgace1 Y Bgace2
Las regiones de Bgace1 y Bgace2 destinadas a la síntesis de dsRNA
corresponden al extremo 5’ codante de estos genes (Figura 3.8), seleccionada por la
alta divergencia de secuencia que presenta entre ambos genes, obteniéndose dsRNAs
de una longitud de 391 nucleótidos para Bgace1 y 480 nucleótidos para Bgace2. La
similitud de secuencia entre dsBgace1 y su región homóloga en Bgace2 es del 41.3%,
y entre dsBgace2 y su región homóloga en Bgace1 es del 48.8%. Además, no se
encontró homología cruzada de más de 18 nucleótidos consecutivos entre ambas
secuencias.
La inyección intraabdominal de dsBgace1 y dsBgace2 en hembras adultas de
B. germanica produjo una acusada reducción de los niveles de transcrito Bgace1 y
Bgace2, respectivamente, en ganglios torácicos tanto a día 3 como a día 7 tras la
inyección en comparación con los individuos tratados con dsControl (Figura 3.9). La
reducción de los niveles de mRNA fue de un 90% aproximadamente para Bgace1 y
superior al 95% para Bgace2 a los 3 días tras la inyección de los dsRNAs. La
reducción de los niveles de transcrito se mantuvo al menos hasta 7 días tras la
inyección coincidiendo con el final del ciclo gonadotrófico de la mayoría de hembras de
B. germanica, momento en el que la reducción alcanzó valores cercanos al 100% para
ambos mRNAs. El dsRNA de Bgace1 no redujo los niveles de Bgace2 y viceversa, lo
que indicó que el silenciamiento mediado por dsRNA era específico de secuencia. El
tratamiento conjunto con dsBgace1 y dsBgace2 (dsBgace1+2) disminuyó los niveles
de expresión de ambos transcritos en porcentajes similares a los obtenidos en los
tratamientos individuales.
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5’UTR 3’UTR
Bgace2
dsBgace2
W138                      S266                 E395 H509
5’UTR 3’UTR
Bgace1
dsBgace1
W195                S310               E436               H550
Figura 3.8.- Representación esquemática de Bgace1 y Bgace2 de B. germanica
mostrando las regiones en las que se sintetizó el dsRNA. El residuo triptófano (W84 en la
AChE de Torpedo californica) que forma parte del sitio aniónico de unión a colina se indica
rodeado por un óvalo, mientras que los residuos serina, aspartato e histidina (S200, E327 y H440
en la AChE de Torpedo californica), que conforman la triada catalítica se indican con un
recuadro. Junto a cada aminoácido se indica la posición que ocupa en BgAChE1 y BgAChE2.
Bajo cada representación esquemática se indican las regiones utilizadas para la síntesis del
dsRNA.
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Figura 3.9.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Bgace1, Bgace2 y de
ambos simultáneamente (Bgace1+2) en hembras adultas de B. germanica. Se inyectaron
dsRNAs de Bgace1 (dsBgace1), de Bgace2 (dsBgace2), de ambos (dsBgace1+2), o de una
secuencia inespecífica del vector pSTBlueI (dsControl) a hembras adultas recién emergidas.
Se muestran los niveles de expresión de Bgace1 y Bgace2 detectados por RT-PCR/Southern
blot en ganglios torácicos a los 3 (A) o 7 (B) días del tratamiento con los dsRNAs. Los niveles
de Actina-5C (BgActin5C) se utilizaron como referencia. Las membranas fueron analizadas
mediante un densitómetro (Bio-Rad GS-800 Calibrated Densitometer) cuantificando la
intensidad de las bandas mediante el programa Quantity One (Bio-Rad) y los niveles de
expresión se relativizaron con uno de los insectos control (RA: Cantidad relativa). Como control
de contaminación de DNA genómico se analizó en paralelo, mediante RT-PCR/Southern Blot,
RNA total sin transcripción reversa (RT-). Los Southern-blot son representativos de seis
réplicas.
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3.2.2.2. EFECTO DEL RNAi SOBRE LOS NIVELES DE ACTIVIDAD AChE
3.2.2.2.1. Efecto sobre la actividad AChE total
Previamente se realizó un estudio de la actividad AChE de Blattella germanica
frente a tres sustratos: ATChI, PrTChI y BuTChI (Figura 3.10). La actividad AChE
específica de los extractos enzimáticos de ganglios torácicos utilizando como sustrato
ATChI fue de 1306.89 ± 26.29 nmol min-1 mg-1, mientras que la actividad con el uso de
PrTChI y BuTChI se redujo hasta 1119.86 ± 93.76 nmol min-1 mg-1 y 46.44 ± 4.54 nmol
min-1 mg-1, respectivamente. De este modo, la actividad relativa PrTChI:ATChI fue de
0.86 ± 0.04 y la actividad relativa BuTChI:ATChI fue de 0.04 ± 0.01.
Para confirmar que la actividad enzimática detectaba se debía
mayoritariamente a la acción de AChE, se determinó la actividad enzimática residual
tras la inhibición con eserina 10-5 M, un inhibidor específico de la actividad enzimática
AChE. La inhibición fue cercana al 100% (actividad residual: 0.07 ± 1.24 nmol min-1
mg-1).
Figura 3.10.- Actividad AChE de extractos enzimáticos de B. germanica frente a
diferentes sustratos. Se obtuvieron extractos enzimáticos de ganglios torácicos de insectos
adultos de 7 días de edad. Se representa la actividad específica AChE como nmol min-1 mg-1
utilizándose el coeficiente de extinción de Ellman (Є412= 1.36x104 M-1 cm-1) y como sustrato
ATChI, BuTChI y PrTChI. Además, se utilizó como inhibidor específico de la actividad AChE,
eserina 10-5 M. Se utilizaron blancos para estimar la hidrólisis espontánea de sustrato. La figura
representa la media y desviación estándar de cuatro réplicas biológicas.
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Con el objetivo de determinar las consecuencias de la reducción específica de
los niveles de mRNA de Bgace1 y Bgace2 sobre los niveles de actividad AChE total,
se estimó esta actividad enzimática en gángios torácicos de hembras adultas de B.
germanica inyectadas con dsBgace1, dsBgace2 y dsControl, 7 días tras el tratamiento
con los dsRNA, utilizando ATChI como sustrato.
Las hembras inyectadas tanto con dsBgace1 como con dsBgace2 presentaron
niveles de actividad AChE significativamente inferiores a las hembras inyectadas con
dsControl (test SNK, p < 0.05) (Figura 3.11). Además, la reducción en la actividad
AChE total fue significativamente mayor en los individuos tratados con dsBgace1 en
comparación con los tratados con dsBgace2. La actividad AChE en hembras tratadas
con dsBgace1 fue de 701.57 ± 68.54 nmol min-1 mg-1 y en hembras tratadas con
dsBgace2 fue de 1120.65 ± 61.06 nmol min-1 mg-1, frente a una actividad de 1336.61 ±
29.64 nmol min-1 mg-1 en hembras control.
a
c
b
Figura 3.11.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Bgace1 y Bgace2 en la
actividad BgAChE en hembras adultas de B. germanica. Se inyectaron dsRNAs de Bgace1
(dsBgace1), de Bgace2 (dsBgace2) y de una secuencia inespecífica del vector pSTBlueI
(dsControl) a hembras adultas recién emergidas. Se representa la actividad AChE como nmol
min-1 mg-1 utilizándose el coeficiente de extinción de Ellman (Є412= 1.36x104 M-1 cm-1) y como
sustrato ATChI, en ganglios torácicos de hembras interferidas y controles 7 días tras la
aplicación de 5 μg de dsRNA. Se utilizaron blancos para estimar la hidrólisis espontánea de
sustrato. La figura representa la media y desviación estándar de tres réplicas biológicas. Las
diferentes letras que aparecen encima de las barras indican diferencias significativas entre
tratamientos (test SNK, p < 0.05).
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Estos datos de actividad implican una reducción de la actividad AChE total de
un 47.5% y de un 16.2% en los individuos tratados con dsBgace1 y con dsBgace2,
respectivamente, respecto a los individuos control.
3.2.2.2.2. Efecto sobre las distintas formas de BgAChE en zimogramas
Un vez comprobado que era posible interferir específicamente los genes
Bgace1 y Bgace2 y que su silenciamiento conllevaba una reducción en la actividad
AChE total de distinta intensidad en función del gen interferido, se estudió el efecto de
este descenso de actividad sobre las distintas formas de AChE que se visualizan en
un zimograma. Para ello, se analizaron los patrones isoenzimáticos de extractos
enzimáticos de ganglios torácicos de hembras adultas de B. germanica, 7 días
después de ser inyectadas con dsBgace1, dsBgace2 o dsControl. Los zimogramas se
revelaron utilizando los dos sustratos frente a los que se observó mayor actividad:
ATChI y PrTChI (Figura 3.10).
Además, se realizó un tratamiento con PIPLC a los extractos enzimáticos
previo a la separación en gel para romper la unión de la AChE con el glicolípido al que
van unidos en las formas anfifílicas.
El patrón de bandas observado en zimogramas fue similar para los dos
sustratos utilizados: ATChI y PrTChI (Figura 3.12A y 3.12B). En los tres tratamientos
(dsControl, dsBgace1 y dsBgace2) se observaron siempre cuatro bandas de actividad.
Estas cuatro bandas de actividad se redujeron a dos cuando las muestras fueron
previamente sometidas a la enzima PIPLC.
Se cuantificó mediante un densitómetro la señal obtenida en los zimogramas,
con el objeto de identificar en la intensidad del patrón de bandas la reducción de
actividad AChE provocada por el silenciamiento específico de cada uno de los dos
genes ace estudiados.
En primer lugar se comprobó que la reducción en la actividad AChE total
detectada mediante el método espectrofotométrico de Ellman (apartado 3.2.2.2.1;
Figura 3.11) se correspondía con una reducción en la intensidad de señal observada
para el perfil completo de cada uno de los tratamientos con dsBgace1 y dsBgace2. Es
decir, la señal total de los perfiles correspondientes a los extractos de insectos
inyectados con dsBgace1 y con dsBgace2 se reducía aproximadamente un 30-40% y
un 10-20%, respectivamente, en relación a la intensidad de señal observada para el
perfil correspondiente a los extractos de individuos inyectados con dsControl (Tabla
3.6).
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Figura 3.12.- Zimogramas de extractos enzimáticos de los ganglios torácicos de hembras
adultas de B. germanica (Bg) control e interferidas con dsBgace1 o dsBgace2. Se
inyectaron dsRNAs de Bgace1 (dsBgace1) y de Bgace2 (dsBgace2) o de una secuencia
inespecífica del vector pSTBlueI (dsControl) a hembras adultas recién emergidas. Se cargó 5
μg de proteína del extracto enzimático de ganglios torácicos de B. germanica en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (PAGE Nativo) y, como insecto de
referencia, se cargó 2.5 μg de proteína de extracto enzimático de cabeza de Ceratitis capitata.
El gel fue teñido por actividad mediante el método de Karnowsky y Roots (1964) usando como
sustrato ATChI (A) o PrTChI (B), observándose así el patrón isoenzimático de las BgAChEs y
de la AChE de C. capitata (Cc). Las muestras de B. germanica reveladas con el sustrato ATChI
se dividieron en 2 lotes, uno no tratado con PIPLC (-PIPLC) y otro tratado con PIPLC (+PIPLC).
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En segundo lugar, se dividieron los perfiles en cuatro zonas correspondientes a
las cuatro bandas identificadas (dos bandas en el caso de los tratamientos con PIPLC)
y se cuantificó la intensidad de señal observada para cada banda en los tres
tratamientos. Como se puede ver en la Tabla 3.6 no fue posible correlacionar un
tratamiento concreto, dsBgace1 o dsBgace2, con una disminución particular y
exclusiva en la intensidad de las distintas bandas observadas.
Tabla 3.6. Porcentaje de intensidad de la señal de los perfiles completos y de las
bandas observadas en los zimogramas
ATChI PrTChI
dsBgace1 dsBgace2 dsBgace1 dsBgace2
Perfil completo 59.7 ± 4.0 81.5 ± 10.1 69.49 ± 1.81 89.71 ± 25.97
Banda 1 59.72 ± 13.35 76.03 ± 20.25 69.75 ± 18.87 95.51 ± 6.96
Banda 2 74.93 ± 8.33 91.40 ± 11.61 87.36 ± 10.86 97.17 ± 37.72
Banda 3 67.15 ± 10.07 91.27 ± 15.52 69.56 ± 6.89 84.89 ± 49.27
Banda 4 59.32 ± 13.27 94.91 ± 38.62 71.10 ± 11.14 92.54 ± 39.44
ATChI+PIPLC PrTChI+PIPLC
dsBgace1 dsBgace2 dsBgace1 dsBgace2
Perfil completo 59.9 ± 14.2 87.6 ± 14.5 64 79
Banda A 51.26 ± 12.23 83.47 ± 6.60 54 75
Banda B 80.98 ± 13.03 103.21 ± 12.92 81 84
La intensidad de señal fue cuantificada mediante densitómetro (Bio-Rad GS-800 Calibrated
Densitometer) con el programa Quantity One (Bio-Rad). Los datos que aparecen en la tabla
indican porcentajes relativos a la intensidad de señal estimada en los insectos inyectados
con dsControl. Los datos representan la media y desviación estándar de 4 réplicas
biológicas para ATChI, 3 réplicas biológicas para ATChI+PIPLC, 2 réplicas biológicas para
PrTChI y 1 réplica biológicas para PrTChI+PIPLC.
3.2.2.3. EFECTO DEL RNAi DE Bgace1 Y Bgace2 SOBRE LA MORTALIDAD DE B.
germanica
Con el fin de evaluar si el efecto del descenso de actividad AChE se reflejaba
en un coste biológico para el insecto, se llevó a cabo un seguimiento diario de
hembras de B. germanica tratadas con dsBgace1 (n=52), dsBgace2 (n=56),
dsBgace1+2 (n=23) o dsControl (n=88), anotándose la viabilidad durante un periodo
de 30 días. Además, se realizó un estudio de los posibles efectos sobre la progenie de
las hembras tratadas con dsBgace1, dsBgace2 y dsBgace1+2 haciendo un recuento
de ninfas emergidas de la ooteca de cada hembra.
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A pesar de la reducción en los niveles de expresión y actividad AChE en el
sistema nervioso de los individuos tratados con dsBgace1, dsBgace2 o dsBgace1+2,
no se encontraron efectos sobre la supervivencia en las hembras tratadas, no
observándose mortalidad con ninguno de los tratamientos.
Además, no se observó un impacto sobre la progenie de las hembras en
ninguno de los tratamientos (Figura 3.13). Las hembras inyectadas con dsControl
presentaron una fecundidad media de 38.96 ± 8.04 ninfas por ooteca, mientras que las
hembras inyectadas con dsBgace1, dsBgace2 y dsBgace1+2 presentaron una
fecundidad de 38.38 ± 9.73, 37.17 ± 11.05 y 41.00 ± 5.81 ninfas por ooteca,
respectivamente.
a a a a
Figura 3.13.-Progenie de las hembras de B. germanica inyectadas con dsControl,
dsBgace1, dsBgace2 o dsBgace1+2. Se contaron las ninfas emergidas de cada ooteca de las
hembras tratadas con los distintos dsRNAs. Las letras que aparecen encima de las barras
indican diferencias significativas entre tratamientos (test SNK, p < 0.05).
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3.2.2.4. EFECTO DEL RNAi DE Bgace1 Y Bgace2 EN LA SUSCEPTIBILIDAD DE B.
germanica A INSECTICIDAS
Con el objeto de obtener una estimación de la importancia relativa como diana
de insecticidas de las dos AChEs expresadas en B. germanica, se estudiaron las
consecuencias del silenciamiento de cada uno de los dos genes ace sobre la
susceptibilidad a insecticidas en hembras inyectadas con cada uno de los tres dsRNAs
sintetizados (dsControl, dsBgace1 y dsBgace2). Se realizaron aplicaciones tópicas de
dos insecticidas: el organofosforado clorpirifos que es un inhibidor de la actividad
AChE, y el piretroide λ-cialotrina que actúa como modulador de los canales de sodio.
3.2.2.4.1. Efecto del RNAi en la interacción con clorpirifos in vivo
La aplicación tópica de clorpirifos se llevó a cabo en hembras de B. germanica
7 días tras el tratamiento con dsBgace1, dsBgace2 o dsControl, anotándose la
mortalidad observada en periodos de 12 horas, hasta un total de 48 horas. Se trataron
los insectos con una dosis de insecticida (270 ng/µL) lo suficientemente reducida como
para causar una baja mortalidad en los individuos control, con el objetivo de poder
observar y comparar el incremento de la mortalidad esperable en los individuos en los
que se interfería la expresión de cada uno de los dos genes ace.
En 4 réplicas con distintos grupos de individuos, 48 horas tras el tratamiento
con clorpirifos, los insectos tratados con dsBgace1 mostraron un aumento de
mortalidad estadísticamente significativo (test Dunnet, p < 0.05) en comparación con
los insectos tratados con dsControl, mientras que los insectos tratados con dsBgace2
presentaron un ligero incremento de susceptibilidad a clorpirifos que no fue
significativo (Figura 3.14). Los insectos inyectados con dsControl presentaron una
mortalidad media del 14%, mientras que la mortalidad media de los insectos tratados
con dsBgace2  fue de un 26% y la de los insectos tratados con dsBgace1 fue de un
46%.
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Figura 3.14.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Bgace1 y Bgace2 en la
susceptibilidad de hembras adultas de B. germanica a clorpirifos. Se inyectaron 5 μg de
dsBgace1 y de dsBgace2 o de dsControl a hembras adultas recién emergidas. Se representa la
mortalidad observada en hembras interferidas y controles en periodos de 12 horas a partir de la
aplicación tópica de una dosis de 270 ng/μL de clorpirifos, junto con las líneas de tendencia
polinómica. La figura representa el cómputo total de 4 réplicas. La figura inferior representa la
media y la desviación estándar de 4 réplicas, 48 horas tras la aplicación del insecticida. El
asterisco que aparece en la parte superior de la barra correspondiente a los insectos
inyectados con dsBgace1 a 48 horas indica diferencias significativas con el control (test
Dunnet, p < 0.05).
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3.2.2.4.1.1. Efecto del clorpirifoxon in vitro
Para comprobar si las diferencias de susceptibilidad a clorpirifos
observadas en los ensayos de aplicación tópica eran debidas a una especificidad
de inhibición diferencial entre BgAChE1 y BgAChE2, se realizaron ensayos in vitro
utilizándose para ello clorpirifoxon, la forma activa del clorpirifos.
Se realizó previamente un ensayo de inhibición con distintas
concentraciones de clorpirifoxon sobre extractos de individuos no tratados, para
determinar la concentración adecuada para llevar a cabo el ensayo. En base a
estos datos, se determinó la actividad AChE en presencia de una concentración
de clorpirifoxon de 5x10-10 M en extractos de ganglios torácicos de hembras
adultas tratadas 7 días antes con dsBgace1, dsBgace2 o dsBgControl. No se
observaron diferencias significativas entre tratamientos (test SNK, p < 0.05), lo que
indica que tanto BgAChE1 como BgAChE2 presentan una similar susceptibilidad a
inhibición por el insecticida (Figura 3.15A).
Para avalar este resultado se llevó a cabo un análisis de la especificidad de
inhibición a clorpirifoxon de las distintas formas de BgAChEs mediante
zimogramas de extractos enzimáticos de ganglios torácicos de insectos control
tratados con dosis crecientes de insecticida. En estos zimogramas no se apreció
una inhibición diferencial por el clorpirifoxon de las bandas que aparecen en el
patrón isoenzimático (Figura 3.15B).
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Figura 3.15.- (A) Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Bgace1 y Bgace2 en la
inhibición de la actividad AChE por clorpirifoxon en hembras adultas de B. germanica.
Se inyectaron dsRNAs de Bgace1 (dsBgace1) y de Bgace2 (dsBgace2) o de una secuencia
inespecífica del vector pSTBlueI (dsControl) a hembras adultas recién emergidas. Se utilizó
como sustrato acetiltiocolina iodada (ATChI) determinándose el % de inhibición en presencia
de clorpirifoxon 5x10-10 M en ganglios torácicos de hembras interferidas y controles 7 días tras
la aplicación de 5 μg de dsRNA. La figura representa la media y desviación estándar de tres
réplicas biológicas. Las letras que aparecen encima de las columnas indican que no existen
diferencias significativas entre tratamientos (test SNK, p < 0.05).
(B) Zimograma de extractos enzimáticos de los ganglios torácicos de hembras adultas
de B. germanica (Bg) sometidos a inhibición por clorpirifoxon. Se cargó 5 μg de proteína
de extracto enzimático de ganglio torácico de B. germanica tratado previamente con distintas
concentraciones de clorpirifoxon y, como insecto de referencia, se cargó 2.5 μg de proteína de
extracto enzimático de cabeza de C. capitata (Cc). El gel fue teñido por actividad mediante el
método de Karnowsky y Roots (1964) usando como sustrato ATChI.
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3.2.2.4.2. Efecto del RNAi en la interacción con λ-Cialotrina in vivo
Se analizó si la reducción de los niveles de expresión de Bgace1 y Bgace2
podría alterar la toxicidad a un insecticida que actúa sin un aparente efecto directo
sobre la AChE, como es el piretroide λ-cialotrina. Las aplicaciones tópicas de λ-
cialotrina se llevaron a cabo en hembras de B. germanica 7 días tras el tratamiento
con dsBgace1, dsBgace2 o dsControl, anotándose la mortalidad observada en
periodos de 12 horas, hasta un total de 48 horas.
En 3 réplicas con distintos grupos de individuos, la mortalidad media observada
tras 48 horas del tratamiento con λ-cialotrina en los insectos inyectados con dsControl
y con dsBgace2 fue del 34% y del 47%, respectivamente (Figura 3.16). No obstante, el
ligero aumento de la mortalidad que se observó en los insectos inyectados con
dsBgace2 no fue estadísticamente significativo. Sin embargo, los insectos inyectados
con dsBgace1 presentaron una mortalidad del 65% al ser tratados con λ-cialotrina, que
fue significativamente superior a la que presentaron los insectos inyectados con
dsControl (test Dunnet, p < 0.05). De esta manera, los resultados obtenidos después
del tratamiento con el insecticida piretroide son similares a los obtenidos después del
tratamiento con el insecticida organofosforado.
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Figura 3.16.- Efecto del silenciamiento mediado por dsRNA de Bgace1 y Bgace2 en la
susceptibilidad de hembras adultas de B. germanica a λ-cialotrina. Se inyectaron 5 μg de
dsRNAs de Bgace1 (dsBgace1) y de Bgace2 (dsBgace2) o de una secuencia inespecífica del
vector pSTBlueI (dsControl) a hembras adultas recién emergidas. Se representa la mortalidad
observada en hembras interferidas y controles en periodos de 12 horas a partir de la aplicación
tópica de una dosis de 20 ng/μL de λ-cialotrina, junto con las líneas de tendencia polinómica.
La figura representa el cómputo total de 3 réplicas. La figura inferior representa la media y la
desviación estándar de las 3 réplicas, 48 horas tras la aplicación del insecticida. El asterisco
que aparece en la parte superior de la barra correspondiente a los insectos inyectados con
dsBgace1 a 48 horas indica diferencias significativas con el control (test Dunnet, p < 0.05).
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3.3. Discusión
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3.3.1. El RNAi de ace1 y ace2 produce un silenciamiento sistémico y específico
de secuencia en L. decemlineata y B. germanica
Los resultados presentados en este capítulo demuestran que tanto en el
coleóptero L. decemlineata como en el dictióptero B. germanica, resulta efectivo el
silenciamiento mediado por dsRNA de los dos genes ace expresados en el tejido
nervioso.
El silenciamiento mediante RNAi de un gen ace había sido obtenido por
primera vez en el nematodo Nippostrongylus brasiliensis por Hussein et al. (2002),
mediante su inmersión en una solución que contenía dsRNA correspondiente al gen
que codifica AChE-B. Muy recientemente, se ha observado en el lepidóptero
Helicoverpa armigera (Kumar et al., 2009) y en el ortóptero Locusta migratoria (Zhou &
Xia, 2009) un efecto de silenciamiento de genes ace similar al observado en
L.decemlineata y en B. germanica en este capítulo. En H. armigera se utilizaron
siRNAs diseñados para silenciar ambos genes simultáneamente, mientras que en L.
migratoria se obtuvo mediante el uso de un dsRNA correspondiente a la secuencia del
gen ace1. Sin embargo, el diseño de este dsRNA se basó en la zona central del gen,
región que presenta elevada similitud de secuencia entre ace1 y ace2, por lo que es
probable que pudiera ocurrir un efecto silenciante cruzado sobre el gen ace2 y, por lo
tanto, los resultados sean consecuencia de la reducción de los niveles de expresión de
ambos genes. En definitiva, estos estudios anteriores no permiten un estudio funcional
de los genes ace1 y ace2 por separado.
En el presente trabajo se analizan por primera vez los efectos del
silenciamiento específico y por separado de los dos genes parálogos ace, ace1 y
ace2, que se expresan en un insecto. Hemos observado que es posible reprimir la
expresión de cada uno de los dos genes ace de L. decemlineata y de B. germanica
mediante RNAi, sin afectar el nivel de transcripción del gen parálogo. El silenciamiento
de los transcritos ace1 y ace2 mostró una elevada efectividad, superior al 95% a 7
días del tratamiento, lo que, sumado a la ausencia de efectos con el dsRNA recíproco,
permite concluir que el silenciamiento observado fue altamente específico de
secuencia.
Además, el alto grado de silenciamiento observado en el sistema nervioso del
insecto tras la aplicación del dsRNA en la hemolinfa sugiere que el silenciamiento
génico descrito en este trabajo podría ser un proceso sistémico, produciendo
posiblemente una interferencia global en todos los tejidos del individuo.
La mayor reducción en los niveles de ace2 respecto a ace1 a días tempranos
tras los tratamientos respectivos podría deberse al menor nivel de expresión de ace2
respecto a ace1 en cabeza y ganglios torácicos de B. germanica (Kim et al., 2006b;
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Mizuno et al., 2007) y de L. decemlineata (apartado 2.2.4). Otra evidencia que apoya
que la relación mRNA diana:molécula efectora determina la eficiencia del RNAi se
basa en que el tratamiento conjunto con ambos dsRNAs, en el que se inyectó cada
dsRNA a la mitad de concentración, redujo los niveles de los mRNAs diana en menor
cuantía que los tratamientos individuales.
Asimismo, la reducción del nivel de transcritos de cada uno de los genes no
indujo la sobreexpresión del gen parálogo, lo que sugiere que AChE1 y AChE2 no
participan en un bucle de tipo feedback negativo en la regulación de su expresión. Ello
representa una evidencia indirecta de que AChE1 y AChE2 no presentan una actividad
enzimática redundante y apoya una diferenciación funcional entre ambos. Sin
embargo, no es descartable que los niveles reducidos de AChE1 y AChE2 tras el
tratamiento con RNAi sean suficientes para alcanzar una hipotética regulación de la
expresión de los genes recíprocos.
3.3.2. AChE1 desempeña un papel preponderante en la transmisión sináptica
colinérgica del SNC de insectos
Los patrones de expresión y niveles de actividad AChE sugieren que tanto
AChE1 como AChE2 actúan principalmente en el SNC de L. decemlineata y B.
germanica (apartado 2.2.4; Kim et al., 2006b; Mizuno et al., 2007). Además, los
mayores niveles de transcripción de ace1 parecen indicar que AChE1 desempeñaría
un papel preponderante en el sistema nervioso de ambos insectos, actuando como la
principal responsable de la terminación de la transmisión sináptica, mientras que
AChE2 podría tener funciones accesorias o suplementarias. Sin embargo, la actividad
de cada AChE pudiera estar regulada a nivel post-transcripcional, con lo que la
proporción relativa de sus transcritos no refleja necesariamente la contribución de
cada gen a la actividad AChE total. En este sentido, la utilización de la técnica de RNAi
nos ha permitido conocer de forma directa la contribución de cada una de las dos
enzimas a la actividad AChE total en tejido nervioso.
Se ha podido demostrar que las dos AChE expresadas en L. decemlineata y en
B. germanica no contribuyen de igual manera a la actividad AChE total. Nuestros
resultados muestran que el tratamiento con los dsRNAs desencadena una drástica
reducción de los niveles de mRNA de ace1 y ace2 y, en consecuencia, un descenso
dispar en los niveles de actividad enzimática AChE. Sin embargo, el hecho de ver
sólamente una reducción parcial en la actividad AChE incluso cuando sumaramos los
valores de reducción de ambas AChEs (ca. 60-64% de reducción según la especie),
indica que los efectos del RNAi en las enzimas AChE son menos pronunciados que en
los mRNAs. Esto puede ser explicado por la larga vida media de AChE, que puede ir
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desde 2.5 a 20 días en diferentes mamíferos (Kasprzak & Salpeter, 1985). De este
modo, la eliminación completa de la actividad AChE sería difícil de alcanzar mediante
RNAi. Otro dato que apunta en la misma dirección es que, aunque el tratamiento
conjunto dsLdace1+2 consigue una reducción del 80% de los mRNAs de Ldace1 y
Ldace2, tan solo produce una caída del 38% en la actividad AChE en cabezas de L.
decemlineata. En consonancia con esta idea, se han descrito reducciones parciales de
la actividad AChE en experimentos de RNAi que tenían como diana una región común
de ace1 y ace2 en H. armigera y L. migratoria (Kumar et al., 2009; Zhou & Xia, 2009).
De cualquier manera, la disminución de actividad AChE fue más acusada en el
tratamiento con el dsRNA dirigido a silenciar la expresión de ace1 (46-49%, según la
especie y el tejido) que con el dsRNA específico de ace2 (11-16%), lo que unido a una
efectividad muy similar en el grado relativo de silenciamiento de ambos mRNAs indica
que la actividad enzimática procedente de AChE1 es mayoritaria (ca. 75%) en los
tejidos nerviosos del insecto. Por tanto, nuestros datos aportan evidencia inequívoca
acerca del papel preponderante de AChE1 en la actividad AChE en el tejido nervioso
tanto de L. decemlineata como de B.germanica. Estos datos, junto a resultados
indirectos en otra amplia gama de insectos (Nabeshima, 2003; Weill et al., 2003;
Nabeshima et al., 2004; Weill et al., 2004), sugieren que AChE1 desempeña el papel
fundamental en la transmisión sináptica en la mayoría de especies de insectos,
exceptuando los insectos del grupo Cyclorrhapha que poseen únicamente la enzima
AChE2.
3.3.3. El RNAi de ace1 y ace2 revela inconsistencias en la interpretación de
zimogramas de AChE
El patrón isoenzimático de las AChEs de B. germanica observado en
zimogramas fue similar al que se había  descrito previamente, diferenciándose formas
anfifílicas e hidrofílicas (Kim et al., 2006b). Kim et al., asumiendo que la naturaleza de
las formas de B. germanica era equivalente a las de Culex pipiens (Bourguet et al.,
1996), asignaron cada una de las cuatro bandas detectadas a las formas anfifílicas e
hidrofílicas de las dos acetilcolinesterasas, BgAChE1 y BgAChE2. Sin embargo, en
nuestros estudios mediante RNAi no se observó una reducción específica de actividad
por bandas tras el silenciamiento génico de Bgace1 y Bgace2, como cabría esperar de
una relación unívoca entre bandas de actividad y genes ace. Por el contrario, la
reducción de actividad se constató en el perfil completo de bandas, la amplitud de la
cual dependió del gen Bgace silenciado, con valores que resultaron similares a los
observados en la estimación mediante ensayos enzimáticos de actividad AChE. De
este modo, cabría replantearse la identidad previamente asignada de cada una de las
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bandas que aparecen en la electroforesis nativa, por un escenario en el que ambos
genes Bgace contribuyen aunque en distinto grado a las cuatro bandas de actividad
observadas en el zimograma.
La actividad AChE de los ganglios torácicos de L. decemlineata mostró un
patrón isoenzimático distinto al observado en C. pipiens (Bourguet et al., 1996) y en B.
germanica (Kim et al., 2006; apartado 3.2.2.2.2), a pesar de que en todas estas
especies se ha documentado la presencia de dos genes AChE. Los mayores niveles
de transcripción de Ldace1 junto con la mayor inhibición de la actividad LdAChE total
al silenciar su expresión, sugieren que Ldace1 codifica la AChE mayoritaria y, por
tanto, podría ser la única detectable mediante zimogramas. Sin embargo, no debería
descartarse que a las dos bandas observadas en el zimograma contribuya de forma
muy minoritaria la actividad LdAChE2 y que por razones técnicas no logre resolverse
en la separación electroforética.
3.3.4. El silenciamiento génico de ace1 afecta a la supervivencia de Leptinotarsa
decemlineata pero no de Blattella germanica
La AChE está involucrada en una función vital para el insecto. Aparentemente,
la AChE ha sido seleccionada en la historia evolutiva para una alta actividad
enzimática siendo una de las enzimas conocidas con un índice de recambio (turnover)
más elevado; cada molécula de enzima hidroliza más de 100 moléculas de sustrato
por segundo, y su velocidad enzimática parece estar únicamente limitada por la
velocidad de difusión de su sustrato (Quinn, 1987). Esto sugiere que ligeras
reducciones en su actividad conllevaría un impacto significativo en la fisiología del
insecto (Huchard et al., 2006).
En L. decemlineata la reducción por RNAi de los niveles de mRNA de ace y el
consecuente descenso en la actividad AChE, produjo diferencias significativas en la
supervivencia entre insectos control e insectos tratados con dsLdace1, pero no en
insectos tratados con dsLdace2. Los análisis de búsqueda de homología de las
secuencias destinadas a la síntesis de dsRNA con los genes conocidos en L.
decemlineata no mostraron homología significativa con ninguno de ellos, incluido el
gen ace parálogo a cada uno de los dsRNAs usados. Todo ello hace improbable que
la mortalidad observada tras el silenciamiento se debiera a la acción de los dsRNAs
sobre otros genes no diana de L. decemlineata  (silenciamiento off-target). Por tanto,
nuestros resultados indican que la reducción en los niveles de AChE en el SNC
conseguida mediante RNAi sobre Ldace1 es suficiente para generar un efecto
fenotípico drástico, lo que remarca el papel fisiológico esencial de Ldace1 en la
actividad AChE de L. decemlineata y, por lo tanto, en la supervivencia del insecto.
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En B. germanica, a diferencia de lo que ocurre en L. decemlineata, y a pesar de
reducciones similares en los niveles de mRNA de ace y actividad AChE, no se observó
diferencias significativas en la supervivencia entre insectos control e insectos tratados
con dsRNA. En ninguno de los distintos tratamientos realizados se observó mortalidad
post-inyección. A la vista de la importancia vital de la función fisiológica de la actividad
AChE, la viabilidad de las cucarachas interferidas tanto en Bgace1 como en Bgace2
puede resultar sorprendente. Sin embargo, nuestros resultados indican que la
reducción en los niveles de AChE en el SNC de B. germanica conseguida mediante
RNAi es insuficiente para generar un efecto fisiológico detectable, y la actividad AChE
restante en el SNC es capaz de mantener la supervivencia de los insectos interferidos
a los mismos niveles que los individuos control en condiciones de laboratorio. Una de
las posibles razones por las que el silenciamiento de los genes Bgace no conlleva un
efecto fenotípico drástico sería que las AChEs presenten una vida media
extremadamente larga (Zhou & Xia, 2009). Por otra parte, nuestras observaciones
pueden asemejarse a lo que ocurre en poblaciones de C. pipiens que presentan
resistencia a insecticidas organofosforados y carbamatos mediante el mecanismo de
insensibilidad. Estos mosquitos presentan una variante de AChE sináptica que difiere
en algún aminoácido puntual, reduciéndose su actividad hasta en un 60%, lo que se
asocia con un coste biológico para el insecto. Sin embargo, este coste biológico no
necesariamente se traduce en un efecto de mortalidad de estos insectos resistentes
(Lenormand et al., 1998; Lenormand et al., 1999; Lenormand & Raymond, 2000).
Además, reducciones de actividad enzimática similares por la presencia de
mutaciones en especies en las que se supone la existencia de un solo gen ace, como
es Ceratitis capitata, tampoco conllevan mortalidad del insecto (Magaña et al., 2008).
La existencia de un posible mecanismo de compensación de función entre BgAChE1 y
BgAChE2 puede excluirse al no observarse mortalidad en insectos que tienen
silenciados Bgace1 y Bgace2 simultáneamente. El silenciamiento por RNAi en nuestro
estudio fue realizado en insectos adultos, un estadío tardío en el ciclo vital de B.
germanica donde una gran parte de la enzima AChE ha sido expresada y es funcional.
Experimentos de RNAi realizados en etapas tempranas de desarrollo podrían resultar
en una más drástica reducción en actividad AChE y, consecuentemente, tener un
mayor efecto en supervivencia, más aún si como se ha sugerido la AChE desempeña
funciones relacionadas con desarrollo (Kumar et al., 2009).
Parece evidente que existe una diferente susceptibilidad en L. decemlineata y
B. germanica a la reducción en el nivel de expresión y actividad de AChE1. Los datos
de los estudios realizados tras el silenciamiento de los genes ace de H. armigera y L.
migratoria muestran también la existencia de diferencias de susceptibilidad frente a la
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reducción de la actividad AChE entre especies, de modo que se produce un ligero
incremento de la mortalidad en H. armigera, mientras que en L. migratoria no se
observa un efecto directo del silenciamiento génico sobre la viabilidad del insecto
(Kumar et al., 2009; Zhou & Xia, 2009).
3.3.5. El silenciamiento génico de ace1 aumenta la susceptibilidad del insecto a
insecticidas
Con el objeto de obtener una estimación de la importancia relativa como dianas
de insecticidas de las dos AChEs expresadas en L. decemlineata y B. germanica, se
estudiaron las consecuencias del silenciamiento de cada uno de los dos genes ace
sobre la susceptibilidad a insecticidas.
3.3.5.1. El silenciamiento génico de ace1 incrementa la susceptibilidad del
insecto a clorpirifos
El organofosforado clorpirifos es un insecticida cuya principal diana de acción
es la enzima AChE. El clorpirifos ha sido ampliamente utilizado en el control de plagas
agrícolas, como L. decemlineata, y en el control de plagas urbanas, como la cucaracha
B. germanica.
Aunque en L. decemlineata se observó un efecto directo del silenciamiento
génico sobre la supervivencia de los insectos, reducciones más drásticas de la
actividad enzimática por efecto del clorpirifos podrían llevar aparejadas mayores tasas
de mortalidad. En el caso de B. germanica, a pesar de no observarse diferencias en la
supervivencia entre insectos control y tratados con dsRNA, la expresión reducida de
Bgace1 y Bgace2 mediada por RNAi podría alterar la susceptibilidad a este insecticida.
Es más, dado que el efecto del RNAi se asemeja en cierto sentido a la reducción de la
cantidad de AChE activa que se produce con la inhibición por clorpirifos, se podría
evaluar la importancia relativa de cada una de las AChEs a la susceptibilidad frente a
organofosforados.
Los resultados de los bioensayos con insectos tratados con dsRNA muestran
que la reducción parcial de la actividad AChE1 conlleva un incremento en la
sensibilidad del insecto a clorpirifos, mientras que la reducción de la actividad AChE2
tiene un efecto modesto y no significativo en la mortalidad. La explicación más
verosímil para el incremento en susceptibilidad a clorpirifos observado en insectos
tratados con dsace1 consiste en una acción sinérgica del dsRNA y del insecticida, que,
en conjunción, resultara en una mayor tasa de mortalidad que la observada en el
tratamiento con insecticida. Sin embargo otros escenarios son posibles. Por ejemplo,
los datos predictivos de la estructura tridimensional sugieren que existe una aparente
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diferencia estructural entre AChE1 y AChE2 en la zona de la triada catalítica y el sitio
de unión a colina (Kim et al., 2006b), por lo que podrían diferir en sus cinéticas de
inhibición por clorpirifos y, por tanto, en su susceptibilidad a este insecticida. Aunque
no podemos descartar tajantemente una sensibilidad diferencial de los dos genes a
clorpirifos, la similar inhibición de ambas enzimas a las dosis ensayadas de
clorpirifoxon (apartado 3.2.2.4) parece indicar que AChE1 y AChE2 no difieren en sus
cinéticas de inhibición por clorpirifos, al menos en B. germanica.
En resumen, todos estos datos sugieren que AChE1 es la principal diana de
insecticidas organofosforados en estos dos insectos modelo y su nivel de actividad
está relacionada con la sensibilidad a clorpirifos. Alternativamente, debido a la
reducción tres veces mayor de la actividad AChE total observada en los insectos
inyectados con dsace1 en comparación con los inyectados con dsace2, nuestros
resultados podrían explicarse por una menor actividad total AChE en los insectos
silenciados en ace1.
Existen numerosos datos en la bibliografía que involucran a AChE1 en la
resistencia a organofosforados y carbamatos, a través de la presencia de mutaciones
en ace1 que disminuyen la sensibilidad de la enzima a estos insecticidas (Weill et al.,
2003; Nabeshima, 2003; Weill et al., 2004; Nabeshima et al., 2004; Baek et al. 2005).
Nuestros resultados son consistentes con la hipótesis de que AChE1, ya sea por un
efecto cualitativo o cuantitativo, constituye la principal diana de acción de los
insecticidas organofosforados y, muy probablemente, también de los carbamatos.
En conclusión, los ensayos de RNAi proporcionan datos in vivo cruciales para
sostener la función esencial de AChE1 tanto en la fisiología de L. decemlineata como
de B. germanica. Además, la sinergia observada con el silenciamiento de ace1 y el
tratamiento con clorpirifos, presenta a este gen como diana principal para el desarrollo
de estudios de resistencia a insecticidas.
3.3.5.2. El silenciamiento génico de Bgace1 incrementa la susceptibilidad de
Blattella germanica a λ-cialotrina
En la actualidad, y dada su eficacia y baja toxicidad en mamíferos, los
piretroides son los compuestos más ampliamente utilizados en el control de Blattella.
Se analizó si la reducción de los niveles de expresión de Bgace1 y Bgace2 podría
alterar la toxicidad al piretroide λ-cialotrina que actúa sobre el sistema nervioso de los
insectos a nivel de los canales de sodio dependientes de voltaje de la membrana
neuronal y sin un aparente efecto directo sobre la AChE. Los insectos tratados con
dsBgace1 mostraron un incremento en la susceptibilidad a λ-cialotrina respecto a los
individuos control y los individuos tratados con dsBgace2. Esta sinergia del
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silenciamiento de Bgace1 y la λ-cialotrina fue cuantitativamente muy similar al efecto
sobre la mortalidad observado cuando el insecticida usado fue el clorpirifos.
Aunque este resultado pueda parecer sorprendente, algunos autores sugieren
una interacción de algunos piretroides sobre los canales iónicos dependientes de la
acetilcolina (Soderlund et al., 2002). Se ha sugerido que los piretroides pueden
desensibilizar o retrasar el cierre de los canales iónicos postsinápticos controlados por
ACh mediante la modificación del receptor nicotínico, además de su acción conocida
sobre los canales de sodio (Abbassy et al., 1982). En los insectos tratados con
dsBgace1, los piretroides incrementarían los efectos de la ACh en las membranas
postsinápticas durante mayores periodos de tiempo, lo que llevaría a un colapso del
sistema nervioso causando la muerte del insecto. Dado que el silenciamiento de ace1
mediante RNAi se asemeja en algunos aspectos (reducción de la actividad AChE) a la
inhibición de la AChE por organofosforados, nuestros resultados podrían explicar
algunos de los efectos sinérgicos observados entre organofosforados y piretroides
(Bielza et al., 2007).
Una explicación alternativa al fenómeno se basa en que el descenso de la
actividad AChE podría suponer un coste biológico para el insecto que, sin conllevar un
efecto de mortalidad directo, se manifestaría ante una condición ambiental adversa
como es el tratamiento con un insecticida.
3.3.6. Desarrollo de métodos de control novedosos mediante estrategias de
RNAi
Desde su descripción inicial, la técnica de RNAi se ha convertido en una
herramienta de creciente utilidad para realizar análisis de genómica funcional en
insectos, especialmente en D. melanogaster (Kennerdell & Carthew, 1998; Kennerdell
& Carhew, 2000; Misquitta & Paterson, 1999), siendo la mayoría de estudios llevados
a cabo a través de dsRNA inyectado (Dzitoyeva et al., 2001). Más allá de esta
aplicación, en este trabajo se ha documentado la viabilidad potencial del RNAi como
estrategia directa o complementaria con el uso de insecticidas, para el control de
insectos mediante el silenciamiento de genes esenciales del SNC. El potencial
incrementado de los insecticidas clorpirifos y λ- cialotrina tras el silenciamiento de ace1
muestra a este gen como una posible diana para realzar y prolongar la efectividad de
ciertos grupos de insecticidas. La aplicación del RNAi como herramienta
biotecnológica de lucha frente a insectos fitófagos se ha visto avalada por trabajos
recientes que muestran que es posible silenciar genes esenciales mediante la
administración de dsRNA por ingestión o bien mediante la expresión transgénica en
plantas (Baum et al., 2007; Mao et al., 2007; Kumar et al., 2009; revisión: Price &
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Gatehouse, 2008). Esfuerzos adicionales en este sentido permitirán validar o no el
potencial de esta estrategia como herramienta de control de plagas. Estos trabajos
deberían enforcarse en la elección de un gen diana que reúna los condicionantes de i)
esencial en el ciclo biológico del insecto, ii) accesible a la maquinaria degradativa del
RNAi, iii) efecto drástico del RNAi a nivel proteico, iv) permita la acción selectiva del
RNAi en especies diana y no en otras afines. Como valor añadido, el desarrollo de
este tipo de aproximaciones biotecnológicas permitiría la reducción de las dosis de
insecticidas actualmente utilizadas en el control de insectos plaga, con el consiguiente
impacto positivo para el medio ambiente.
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“Estos son mis principios.
Si no le gustan tengo
otros.”
G. Marx
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De los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer las siguientes
conclusiones:
1. Se ha identificado y secuenciado un segundo gen ace, Ldace1, en Leptinotarsa
decemlineata. Este gen es parálogo al gen ace2 de Drosophila melanogaster y
ortólogo al gen ace1 de Anopheles gambiae.
2. Ldace1 presenta mayores niveles de expresión en embriones, larvas y adultos,
que  el gen Ldace2 previamente identificado en L. decemlineata
3. El silenciamiento específico de los genes ace1 y ace2 demuestra que la mayor
parte de la actividad AChE detectada en cabezas y ganglios torácicos de L.
decemlineata o en ganglios torácicos de Blatella germánica corresponde a la
enzima que codifica ace1
4. El silenciamiento de ace1 es causa de mortalidad en L. decemlineata, aunque
no en B. germanica. El silenciamiento de ace2 no es causa de mortalidad en
ninguna de las dos especies
5. El silenciamiento de ace1 incrementa la mortalidad causada por clorpirifos en
B. germanica y L. decemlineata, lo que señala a este gen como principal diana
de insecticidas organofosforados
6. El silenciamiento de ace1 en B. germanica incrementa la susceptibilidad al
piretroide λ-cialotrina.
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